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Négre et Bretey ont établi [5] que le BCG administré a fortes 
doses, par vole digestive, chez le lapin expérimentalement infecté 
par des bacilles bovins virulents, pouvait déterminer une aggra- 
vation des lésions tuberculeuses. Nous avons observé [4] des 
faits analogues. Nous nous proposons, dans cette étude, de 
rechercher si le BCG résistant & lisoniazide se comporte a cet 
égard comme le BCG sensible. 

On sait déja que l’activité antigénique du BCG résistant & ? INH 
est comparable a celle du BCG sensible [8], que des extrails 
aqueux de cultures de BCG résistant possédent une action hémo- 
‘sensibilisante égale a celle des extraits de cultures de BCG 
sensible (Gernez-Rieux, Gérard et Tacquet [8]). D’autre part, 
Bretey et Canetti [4] ont montré que, chez le cobaye, le BCG 
résistant 4 ’ INH a une activité immunisante supérieure a4 celle 
du BCG sensible et que l’immunité spécifique ainsi obtenue n’est 
pas influencée par l’adminisiration précoce d’isoniazide. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juin 1957. 
Annales de l'Institut Pasteur, 93, n° 5, 1957. 36 
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Nos expériences ont été effectuées chez le lapin; la vaccina- 
lion par le BCG résistant a l’isoniazide a été pratiquée par vole 
buccale aprés infection expérimentale par le bacille bovin ; une 
partie des animaux a été traitée par TINH. 


MATERIEL ET METHODES. 


Les souches de BCG utilisées sont de deux types : 


1° L’une, sensible a l’isoniazide, provient de |’Inshitut Pasteur 
de Paris (BCG n° 847) ; 

2° L’autre, résistante a 100 pg d INH par millilitre, est 
un mutant sélectionné dans le laboratoire par repiquages sur 
des milieux solides (L6wenstein-Jensen) dans lesquels sont incor- 
porées des doses progressivement croissantes d’INH. La souche 
devenue résistante est catalase et peroxydase négative. Sa 
croissance est comparable a celle du BCG ordinaire sur milieu 
de Lowenstein-Jensen ainsi que sur milieu Tween-Albumine 
contenant l'un et lautre 100 pg dINH par millilitre. Elle 
est conservée sur milieu solide et repiquée sur milieu hquide, 
avant Vutilisation, le dixiéme jour, chez l’animal. 

Pour ces deux souches, la concentration en corps microbiens 
vivants est vérifiée par numération effectuée en ensemengant des 
dilutions décimales sur ee solides. 

Les animaux utilisés sont des lapins de race commune pesant 
entre 3,5 et 4 ke. Ls oe Vobjet d’une surveillance comprenant 
pesée, radiographie pulmonaire, titrage des anticorps selon la 
technique de Dubos et Middlebrook toutes les trois semaines. 

Une radiographie pulmonaire et un titrage des anticorps préa- 
lablement effectués permelttent d’assurer que les animaux ne sont 
pas tuberculeux avant le début des expériences. 

La tuberculisation des lapins est obtenue par Jl’ inoculation 
intraveineuse d’une souche bovine virulente. Nous utilisons la 
souche Ravenel, conservée en milieu liquide Tween-Albumine, 
aigée de 10 jours. Les concentrations de 0,01, 0,002 ou 0,001 mg 
par millilitre (poids sec) sont utilisées suivant les expériences. 

Le protocole d’autopsie note Vimportance des lésions viscérales 
avec numération des tubercules. Le degré de la tuberculisation 
des animaux est chiffré par la moyenne de 4 index (poumons, 
rate, foie, reins). Pour chaque organe l’index est fixé de la 
maniére suivante : 


Pas; de® Vestoris’ stewie corer snacvers elder ere oe ECT a ee 0 
Moins..de*.20° ‘tuberetiles? 09 85 «ferns ote ee ee oe 1 
Dei (20) a2 00. stubereulessyrcar..< sector eee ee 2 
Plus; de: 100; ‘tubercules. oh .ce cee ee eee 3 


Lésions jgénéralisces, iconfluentesmmee errr oie eee ee ere eee 4 
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Le poumon droit est prélevé en totalité. Un lobe (l’infra- 
cardiaque) est ensemencé aprés broyage. Les autres lobes sont 
réservéS aux examens anatomo-pathologiques. L’examen_ bacté- 
riologique comprend une numération des germes apres ensemen- 
cement, sur mileu de Lowenstein, du produit pathologique préa- 
lablement dilué au 1/10 et au 1/100. 

La vaccination concomitante est réalisée en faisant ingérer une 
suspension homogéne de BCG. L’ingestion se fait a l’aide d’une 
sonde cesophagienne afin d’éviter toute fausse route. 

Cette vaccination débute le quatorziéme jour aprés la tuberculi- 
sation. La prise de BCG est répartie en 3 doses hebdomadaires 
@égale importance. Chaque prise correspond a un volume 
de 2 ml, ce volume ¢tant obtenu, aprés centrifugation, par sus- 
pension en milieu Tween-Albumine de la quantité de BCG désirée 
(15 mg). Cette technique permet de faire ingérer des suspensions 
parfaitement homogeénes. 

Les quantités de bacilles vivants absorbées sont déterminées 
par numération des colonies sur milieu de Lowenstein additionné 
ou non d’INH. 

‘Les quantités totales de BCG ingérées sont évidemment fonc- 
tion de la survie plus ou moins prolongée des animaux et varient 
entre 100 a 800 mg de BCG sensible, et 75 a 900 mg de BCG 
résistant. 

Le traitement par Visoniazide est réalisé sous forme d’injeclions 
sous-cutanées de 3 mg. Cette dose correspond a la moitié de la 
dose minima efficace qui permet, dans nos conditions expérimen- 
tales, la survie indéfinie d’un animal tuberculisé. Le traitement, 
comme la vaccination concomilante, débute le quatorziéme jour 
aprés la tuberculisation. 


RESULTATS. 


Deux groupes d’expériences ont été réalisés : 

I. Vaccination concomitante a l’aide de BCG sensible. 

II. Etude comparative de la vaccination concomitante par le 
BCG sensible et le BCG résistant a lisoniazide. 


I. — Influence de lVingestion de BCG sensible a VT INH 
sur la tuberculose expérimentale du lapin. 


Les résultats sont comparables, que la tuberculisation soit 
effectuée avec 0,001 mg ou 0,002 mg de la souche bovine Rave- 
nel. Nous exposerons donc simultanément les  constatations 
faites au cours de ces deux expériences. Dans chacune d’entre 
elles, 10 lapins sont utilisés, 5 étant simplement tuberculisés ct 
servant de témoins, 5 recevant en outre du BCG par voie diges- 


548 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tive. Les doses moyennes totales absorbées sont respectivement 
de 490 mg pour les lapins tuberculisés avec 0,001 mg et 454 mg 
pour ceux tuberculisés avec 0,002 mg. 

La survie est un peu plus longue chez les témoins: les 
moyennes sont de neuf a huit semaines contre sept semaines pour 
les lapins vaccinés. Il faut, en outre, tenir compte du fait que 
4 animaux témoins ont été sacrifiés a la dixiéme semaine, alors 
que tous les animaux tuberculisés et vaccinés étaient morts, a 
cette date, de leur tuberculose. 

La perte de poids est également plus grande pour les animaux 
vaccinés. Alors que les lapins témoins perdent en moyenne 
141 g, les lapins tuberculisés et vaccinés accusent une perte de 
poids qui est respectivement de 230 et 428 g. 

L’index de tuberculisation est légérement supérieur pour les 
animaux vaccinés : 2 et 1,6 contre 1,6 et 1,2 pour les animaux 
témoins. 

Par ailleurs, le nombre de mycobactéries virulentes retrouvées, 
par culture, dans les poumons, est comparable, que les lapins 
aient recu, ou non, du BCG; les titres d’anticorps sont semblables 
dans les deux expériences. 

Nous avons noté, en outre, chez 3 animaux, l’existence de 
lésions intestinales : il s’agissait de lapins infectés, puis soumis 
a la vaccination concomitante. 

Ces lésions siégeaient exclusivement sur l’intestin egréle ; elles 
consistaient en petites granulations (1 a 8), d’un diamétre de 
3 a4 mm, de coloration blane jaunatre, de consistance ferme, 
ou contenant du caséum. Elles étaient trés riches en mycobac- 
téries virulentes : Vinoculation au lapin d’une suspension de 
celles-ci correspondant 4 0,001 mg a entrainé constamment une 
tuberculose généralisée de Vanimal. 


II. — Influence de Vingestion de BCG-INH résistant 
sur la tuberculose expérimentale du lapin. 


Deux séries d’expériences ont été entreprises. Dans chacune 
(elles, une partie des animaux a été traitée, a partir du qua- 
torziéme jour, par ’INH (38 mg). 


A. Dans la premiere série, les animaux ont été tuberculisés par 
Son rteen : 
V'injection intraveineuse d’une dose forte de bacilles : 0,01 mg de 
la souche Ravenel. Ils se répartissent en 4 groupes : 

1° Animaux témoins infectés, mais non vaccinés ni_ traités 
par PINH (8 lapins) ; 

2° Animaux infectés, traités par VINH mais non vaccinés 
(8 lapins) ; 
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3° Animaux infectés, vaccinés par une dose moyenne 
de 181 mg de BCG mais non traités par l’INH (4 lapins) ; 

4° Animaux infectés, vaccinés avec une dose moyenne de 
255 mg de BCG et traités par INH (4 lapins). 

Les résultats observés peuvent se résumer ainsi : les animaux 
vaccinés ont un délai de survie nettement plus long que les 
témoins (quarante-quatre jours au lieu de trente-trois) ; la perte 
de poids est sensiblement moins importante (280 g au lieu 
de 750 g); l’index de tuberculisation est moins élevé (2,1 au lieu 
de 2,8). 

La tuberculose des animaux vaccinés se rapproche beaucoup 
de celle des lapins non vaccinés et trailés par une dose insuffi- 
sante d’INH : les index de tuberculisation sont identiques dans 
ces deux groupes (2,1). 

Mais c’est l'association d’un traitement a faible dose d’iso- 
niazide et de la vaccinothérapie qui se montre le plus favorable : 
ce groupe comprend les animaux ayant présenté les tuberculoses 
les moins graves, avec Vindex de tuberculisation le plus 
bas (1,7), les survies les plus longues (quarante-six jours) et le 
meilleur ¢tat général (gain de poids de 105 g). 

Notons que la vaccination concomitante par le BCG résistant 
n'a aucune incidence appréciable sur le nombre des_ bacilles 
virulents décelables par la culture du parenchyme pulmonaire. 
Par ailleurs, nous avons constalé, chez un animal vacciné et non 
traité par VINH, des abcés intestinaux semblables 4 ceux que 
nous avions observés chez les animaux vaccinés par le BCG sen- 
sible : ces abcés contenaient des bacilles bovins virulents et pas 
de bacilles résistants 4 ’INH. 


B. Ces résultats ont été précisés dans une deuxiéme série 
dexpériences effectuée chez des animaux tuberculisés par des 
doses plus faibles de bacilles bovins virulents : 0,001 mg de la 
souche Ravenel. De plus, dans cette expérience, il a élé pro- 
cédé, comparativement, a Ja vaccination des animaux par le BCG 
sensible et par le BCG résistant & Visoniazide. Les animaux se 
répartissent en 6 groupes : 

1° Animaux témoins (3 lapins). ; 

2° Animaux traités par 3 mg dINH par jour (38 lapins). 

3° Animaux vaccinés par le BCG sensible, dose moyenne 
de BCG absorbé : 220 mg par animal (4 lapins). 

4° Animaux vaccinés par-le BCG résistant, dose moyenne 
de BCG absorbé par animal : 295 mg (4 lapins). 

5° Animaux traités par VINH et vaccinés par le BCG sensible, 
dose moyenne de BCG absorbé : 408 mg par animal (4 lapins). 

6° Animaux traités par l’INH et vaccinés par le BCG résistant, 
dose moyenne de BCG absorbé : 500 mg par animal (4 lapins). 
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Nos constatations confirment |’évolution beaucoup moins sévére 
de la tuberculose des animaux vaccinés a l’aide de BCG résis- 
tant (groupes 4 et 6). 

L’évolution la moins grave a été conslatée dans le groupe 6; 
dans cette série, les délais de survie sont de quatre-vingt-douze 
jours ; l’index de tuberculisation, de un; la perte de poids, de 
196 ¢. Les chiffres sont plus favorables que ceux notés chez les 
lapins simplement traités par |’ INH (groupe 2: survie de quatre- 
vingl-sept jours, index 1,4, perte de poids, 220 g), ou unique- 
ment vaccinés a l’aide de BCG résistant (groupe 4: survie, 
soixante-cing jours; index, 1,3; perte de poids, 115 g). 

La différence devient plus importante lorsque l’on compare 
ces résultats 4 ceux obtenus chez les animaux témoins (groupe | : 
survie, quarante jours; index, 2,3; perte de poids, 766 g); ou 
simplement vaccinés a l’aide de BCG sensible (groupe 3 : survie. 
quarante-quatre jours ; index, 2,7; perte de poids, 800 g). Ainsi 
se confirme l’effet aggravant de la vaccination concomitante par 
le BCG sensible. 

L’adjonction du traitement par l’INH atténue la tuberculose 
des animaux soumis a la vaccination concomitante par le BCG 
sensible. Cependant les lapins de ce groupe présentent une tuber- 
culose netlement plus importante que celle des lapins traités par 
association isoniazide + BCG-INH résistant (groupe 5, survie, 
quatre-vingt-trois jours ; index, 1,3; perte de poids, 500 g). 

Des lésions intestinales sont retrouvées a lVautopsie de 4 des 
animaux de cette expérience. Deux fois des lésions de l’intestin 
gréle ont été observées chez les lapins soumis a la vaccination par 
le BOG sensible. A deux reprises des altérations de l’appendice 
sous forme de granulations miliaires disséminées sont notées 
chez des animaux yaccinés par le BCG résistant. Les lésions 
sont riches en bacilles bovins virulents. Les divers ensemence- 
ments n’ont pas permis d’y mettre en évidence de bacilles résis- 
tant a Visoniazide. 

Fait imtéressant, les lésions intestinales ou appendiculaires 
n’apparaissent pas chez les animaux traités par l’ INH en méme 
iemps que vaccinés. Ce phénoméne est sans doute en relation 
avec la diminution du nombre de bacilles virulents disséminés 
dans l’organisme chez les lapins traités par PINH. 

Cette nolion est confirmée par le nombre beaucoup plus faible 
de mycobactéries mises en €vidence par l’ensemencement des 
broyats de lobes pulmonaires provenant d’animaux traités par 
Visoniazide. 

Ce traitement par !INH, méme a doses non curatives, influence 
done indiscutablement la tuberculose des animaux. Cette action 
favorable se marque (comparaison des groupes 1 et 2) sur la perte 
de poids, l’index de tuberculisation, le délai de survie et le nombre 
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de bacilles mis en évidence dans le produit de broyage du paren- 
chyme pulmonaire. Mais elle atteint son maximum d efficacité 
chez les animaux vaccinés a l'aide de BCG résistant a Visoniazide. 

Cette action favorable apparait plus nettement dans cette der- 
nliére série d’expériences, parce que les animaux y ont été infectés 
avec des doses moins élevées de bacilles (0,001 mg au lieu 
de 0,01 mg). 


Discussion. 


Le comportement des lapins tuberculisés, et soumis & une vac- 
cination concomitante par ingestion de BCG a doses massives, 
est différent suivant le type de BCG utilisé. 

L’ingestion de BCG sensible & 0,05 pe WINE par millilitre 
entraine constamment une aggravation de la tuberculose : les 
lésions sont plus importantes que chez les témoins ou le délai de 
survie est raccourci. ‘L’administration de petites doses d’INH 
alténue cette action aggravante. 

L’ingestion de BCG résistant 4 100 pg dINH a des effets 
enliérement différents : le délai de survie des animaux est pro- 
longé de maniére appréciable, méme aprés une tuberculisation 
massive, et les lésions viscérales sont sensiblement moins impor- 
tantes que chez les animaux témoins. 

Avec une dose infectante faible, la vaccination concomitante par 
le BCG résistant donne, a elle seule, un résullat plus favorable 
que le traitement isolé par INH a doses infracuratives. 

Lorsque cette vaccination concomitante par le BCG résistant est 
associée a INH, l’action de cette drogue est renforcée : c'est chez 
les animaux de ce groupe que l’index de tuberculisation est le 
plus faible. 

Il convient d’attirer l’attention sur le fait que la vaccination 
concomitante par lun ou lautre type de BCG est susceptible 
d’entrainer l’apparition de lésions intestinales, parfois caséeuses, 
contenant toujours des mycobactéries virulentes. I] n'a jamais 
été possible de mettre en évidence de BCG dans ces lésions ; 
cependant leur apparition dans les seuls groupes d’animaux sou- 
mus 4 la vaccination buccale permet de penser que ce phéno- 
mene est directement lié a |’administration digestive du vaccin ; 
ces lésions n’ont pas été observées chez les animaux vaccinés ct 
traités par VINH. 


CONCLUSIONS. 


1° La vaccination concomitante par Vadministration buccale de 
fortes doses de BCG sensible a PINH aggrave l’infection tuber- 
culeuse expérimentale du lapin. Par contre, Ja vaccination par 
le BCG résistant latténue. 
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2° J_a vaccination buceale par le BCG résistant, associée a un 
traitement par INH administré a des doses insuffisantes pour 
guérir a lui seul la tuberculose de l’animal, retarde |’évolution et 
diminue l’importance des lésions de tuberculose expérimentale. 
Celles-ci sont moins prononcées que celles des animaux simple- 
ment traités par de faibles doses d’INH. 

3° La vaccination concomitante par le BCG isoniazido-résistant 
venforce done, chez le lapin, Vaction anlituberculeuse de VINH. 


SUMMARY 


INFLUENCE OF THE INGESTION OF ISONIAZID-RESISTANT BCG 
ON EXPERIMENTAL TUBERCULOSIS IN RABBITS. 


1. Oral administration of high doses of isoniazid-sensitive BCG 
to tuberculous rabbits aggravates the experimental tuberculosis in 
these animals. On the contrary, oral administration of the same 
doses of isoniazid-resistant BCG attenuates the experimental tb 
lesions in rabbits. 

2. Oral vaccination with isoniazid-resistant BCG of tb rabbits 
combined with insufficient doses of isoniazid treatment may retard 
the evolution of the disease and decrease the importance of the 
lesions in tb rabbits, the latter being inferior in size as compared 
with the lesions found in tb rabbits treated with insufficient doses 
of isoniazid alone, 

3. Consequently oral vaccination with isoniazid-resistant BCG 
enhances the anti-tb action of isoniazid in tb rabbits. 
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SIGNIFICATION ET NATURE 
DES PORPHYRINES SYNTHETISEES 
PAR LES BACILLES TUBERCULEUX 

ET PARATUBERCULEUX 


par M. BARIETY, A. GAJDOS, M. GAJDOS-TOROK () 
et J. SIFFERLEN (**). 


(Laboratoire de recherches de la clinique médicale de I Hétel-Dicu 
et de l'Institut Pasteur [professeur M. Bartity)) 


La synthése des porphyrines par les cultures de bacilles tuber- 
culeux et paratuberculeux est connue depuis longtemps. Noté la 
premiére fois par Fischer et Fink en 1925, ce phénoméne a été 
méthodiquement éltudié par Dhéré et ses collaborateurs. Par 
l’analyse spectroscopique de Ja fluorescence, ces derniers auteurs 
ont identifié la coproporphyrine dans les cultures des bacilles 
tuberculeux humains ou bovins, des souches de BCG, des bacilles 
de la fléole, de Mycobacterium smegmatis. 

Le probléme de la synthése porphyrinique par des _ bacilles 
tuberculeux a connu récemment un regain d’intérét grace aux 
travaux de Xalabarder, qui a noté que les cultures de bacilles 
tuberculeux non virulents présentaient une fluorescence rouge 
intense en lumiére de Wood, alors que cette fluorescence serait 
absente dans les cultures des souches virulentes. D’aprés Xala- 
barder, cette différence de comportement des souches virulentes 
et non virulentes constituerait un test fidéle, d’un intérét pratique 
d’autant plus grand, que ce test ne nécessite, comme outillage, 
qu'une lampe a lumiére de Wood. 

Aux observations de Xalabarder s’opposent celles, plus 
anciennes, de Dhéré et de ses collaborateurs. Au cours des expé- 
riences de ces derniers auteurs, toutes les souches du type humain 
ont fourni en effet par culture en tubes inclinés sur milieu solide 
A lceuf (Loewenstein) ou sur gélose glycérinée, des colonies qui 


(*) Chargé de recherche a l'Institut National d’Hygiene (professeur 
L. Bugnard). 
(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 juin 1957. 
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présentaient un spectre d’émission caractéristique de la copro- 
porphyrine. 

Ces données contradictoires nous ont incités a reprendre le 
probléme. 

Pour établir une éventuelle relation entre la virulence des 
eermes d'une part et leur richesse en porphyrine jugée par la 
{fluorescence rouge d’autre part, nous avons étudié 245 cultures 
de divers bacilles tuberculeux et paratuberculeux de virulence 
connue, 

Les souches que nous avons utilisées se répartissent de !a 
facon suivante : 


1° Bacilles paratuberculeuz. 

a) Mycobacterium smegmatis. — Ce germe, mis en évidence 
pour Ja premiére fois en 1885 par Alvarez et Tavel dans le 
smegma et les parties génitales des sujets sains, est un banal 
saprophyte acido-alcoolo-résistant, dont la morphologie et les 
réactions tinctoriales offrent au microscope le méme aspect que le 
bacille tuberculeux. Il est avirulent pour les animaux de labo- 
ratoire. Ce bacille est cultivable sur les milieux usuels glycérinés 
ou glucosés, il pousse & 37° et a la température du laboratoire. 


b) Mycobactertum pellegrini. — Ce bacille porte le nom d’un 
auteur qui, en 1906, parait avoir isolé plusieurs souches de sapro- 
phytes acido-résistants (déjections de vers, contenu intestinal 
dune larve Melalonta vulgaris, de la terre, du beurre, du smegma 
d’un chien). La souche que nous avons étudiée nous a été aima- 
blement envoyée de Rome par le professeur Penso. Malgré toutes 
nos recherches, Vorigine exacte de celle-ci n’a pu étre déter- 
minée. 

Ce bacille a perdu son acido-résistance. [I] présente des formes 
filamenteuses ou bacillaires trapues, granuleuses, parfois rami- 
fiées ou en navette & espace clair. I] ne rappelle en rien Je bacille 
tuberculeux classique. Tres fortement pigmenté, d’un jaune 
orangé tirant souvent sur le rouge, il pousse facilement a la 
température du laboratoire et a 37°. Il n’a pas de pouvoir 
pathogéne. 


2° Bactiles tuberculeux non pathogénes. 


a) Souche H387Ra. — Ce bacille est un variant apathogéne de 
H37Rv. -Il a >4 O70 : aa ee - 

OTK. ne pousse qua 387° et est bien acido-résistant,. 

b) Souche RI de Trudeau (Saranak). — Ce germe a été isolé 


par Trudeau en 1891 du poumon d’un homme mort de tuber- 
culose miliaire. Sa virulence a baissé considérablement deux ans 
aprés son isolement. Son pouvoir pathogéne est a peu pres nul 
pour le cobaye et le lapin (ceci sans controle de notre part). 
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La souche que nous possédons provient de la collection du 
D* Bretey. Elle aurait été isolée du poumon d’un lapin qui avait 
recu la souche d’origine par la voie oculaire. On ne sait pas, 
actuellement, si la souche de collection est celle passée par le 
lapin ou celle isolée par Trudeau. Elle ne pousse qu’a 37° et 
est bien acido-résistante. 

c) Souche de BCG. — On sait que Calmette et Guérin ont fait 
perdre, en 1920, 4 ce bacille tuberculeux bovin toute aptitude 
‘i provoquer la formation de lésions tuberculeuses évolutives, en 
maintenant ce germe sur pomme de terre saturée de bile de beeuf 
elycérinée a 5 p. 100, a la suite de 230 repiquages successifs en 
treize ans. Depuis lors, le germe se montre toujours avirulent 
et garde lacido-alcoolo-résistance. 


3° Baeulles tuberculeux virulents. 

a) Souche H37Rv. — Isolée d’une expectoration (tuberculose 
chronique), cédée par le D™ Dubos, elle est dans la collection du 
D? Bretey depuis 1947. A cette date elle avait été passée par la 
souris. 

b) H37Rv Rist, entretenue dans le laboratoire du D* Noél Rist. 


c) H37Rv TC 6. — A subi 6 passages successifs par le cobaye. 
‘La dose mortelle est en ce moment de 0,001 mg. 
d) Dupray S (C). — C’est une souche bovine de la collection 


du D* Bretey. Le fichier ne donne aucune indication sur son 
origine. 

e) Dupray S (B). — La souche est entretenue dans le service 
du professeur Bariéty. Elle a subi des passages par le cobaye 
et la souris. 

{) Dupray S (B 46-2081). — Rétroculture d’organe de souris. 


Examinées en lumiére de Wood, les cultures de ces différentes 
souches ont donné les résultats suivants (les cultures sont consi- 
dérées comme positives lorsqu’elles donnent une fluorescence 
rouge, l’intensité de cette fluorescence est désignée par unc, deux, 
trois ou quatre croix) : 


1° Bacilles paratuberculeuz. 

a) Mycobacterium smegmatis. — Nombre des cultures exami- 
nées : 59. Cas positifs: 22 (@++++, 54+++,5++, 6 +). 
Cas négatifs : 37. 

b) Mycobacterium pellegrini. — Nombre des cultures exami- 
nées : 63. Cas positifs : 63 (24 ++++, 28+++,6++,5 +). 
2° Bacilles tuberculeux non pathogénes. 

a) H37Ra. — Nombre des cultures examinées : 16. Cas posi- 
tits: 7 (8 ++ ++, 4 ++). Cas négatiis:; 9. 
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b) RI de Trudeau. — Nombre des cultures examinées : 13. Cas 
positifs: 4 (1 +++4, 3+++). Cas négatifs : 9. - 
c) BCG. — Nombre de cultures examinées : 22. Cas posiltifs 


13 (8 +++, 3 ++, 2+). Cas négatifs : 9. 
3° Bacilles tuberculeux pathogeénes. 


a) H87Rv (C). — Nombre des cultures examinées : 10. Cas 
positifs: 8 (2 +++, 2++, 4+). Cas négatifs: 2. 

b) H37Rv (Rist). — Nombre des cultures examinées : 14. Cas 
positifs: 3 (1 ++++, 1++, 1+). Cas négatifs : 11. 

c) H37Rv TC 6. — Nombre de cultures examinées: 7. Cas 
positifs : 2 (2 ++++). Cas négatifs : 5. 

d) Dupray S (C). — Nombre de cultures’ examinées : 16. Cas 
positifs: 1 (1 ++++). Cas négatifs : 15. 

e) Dupray S (B). — Nombre de cultures examinées : 10. Cas 


positifs : 0. Cas négatifs : 10. 

f) Dupray S (B 46-2081). — Nombre de cultures examinées : 
15. Cas positifs :.0. Cas négatifs : 15. 

La répartition des cultures posilives et négatives selon la viru- 
lence des souches est inscrite dans le tableau I. 


TasBLeau I. 


: nombre des : Nombre de cultures : Nombre de cultures 
Nature des souches cultures : avec fluorescence : sans fluorescence 
: examinées : rouge 3 rouge 
B. paratuberculeux : 8&5 (69,6%) : 37 (30,4%) 


B. tuberculeux non : 


pathogenes (H37Re : 12 (57,9%) : 18 (62,1%) 
et RI de Trudeau) 


13 (59,1%) : 9 (40,9%) 


B. tuberculeux : : 14 (19,4%) : 58 (80,6%) 
pathogénes : = : 


Comme on le voit, la fluorescence rouge en lumiére de Wood 
peut s’observer aussi bien avec les souches virulentes qu’avec 
les souches non virulentes. 

La proportion des cultures fluorescentes est cependant plus 
élevée pour les bacilles tuberculeux non virulents et les bacilles 
paratuberculeux que pour les bacilles tuberculeux virulents. Elle 
est de 68 p. 100 dans le premier cas, de 32 p. 100 dans le deuxiéme 
cas. Mais ces chiffres globaux rendent en réalité tres mal compte 
de la nature disparate de nos observations. 

; Le pourcentage le plus élevé de cultures fluorescentes (69,6 p. 100) 
s’observe avec les souches de paratuberculeux. Mais les deux 
variétés que nous avons étudiées sont loin d’étre comparables de 
ce point de vue. En effet, le test de fluorescence a été positif avec 
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toutes les 63 cultures du Mycobacterium pellegrini. En revanche, 
les cultures du Mycobacterium smegmatis ne donnaient un résultat 
positif que vingt deux fois sur 59 cas. 

Nos observations faites sur les cultures de bacilles tuberculeux 
non virulents sont encore plus troublantes. La proportion des 
cultures de BCG positives est seulement de 59,1 p. 100. Le pour- 
centage des cas positifs est encore plus faible (37,9 p. 100) pour 
les cultures de HR37Ra et de RI de Trudeau. 


En ce qui concerne les bacilles tuberculeux virulents que nous 
avons ¢étudiés, ils se comportent également d’une facon trés 
variable. 

Si la fluorescence rouge est absente pour les 10 cultures de Ja 
souche Dupray S (B), pour les 15 cultures de la souche Dupray S 
(B 46-2081) et pour 15 cultures sur 16 de la scuche Dupray S (C), 
confirmant en apparence les observations de Xalabarder, il n’en 
est pas de méme en ce qui concerne nos autres souches virulentes. 
Le test est en effet positif trois fois sur les 14 cultures de H37Rv 
Rist, deux fois sur les 5 cultures.de H37Rv TC 6 et dans une 
proportion trés élevée (huit fois sur 10 cultures) pour la souche 
de H87Rv (C). Certaines cultures de ces souches virulentes 
donnent méme une fluorescence extrémement intense, comparable 
a celle que présentent les cultures les plus riches en porphy- 
rine du Mycobacterium pellegrint. 

Nous pouvons done conclure de nos observations que, si la 
fluorescence rouge en lumiére de Wood s’observe plus souvent 
avec les cultures de bacilles tuberculeux non virulents qu’avec 
celles des bacilles tuberculeux virulents, cette différence est loin 
d’étre rigoureuse ; elle ne semble pas constituer un test de viru- 
lence d’ordre pratique. 

Le rapport de la nature du milieu de culture avec la synthese 
porphyrinique est également complexe. Le tableau IT résume nos 
constatations A ce sujet : 

Comme on le voil, nous n’avons noté la fluorescence rouge 
avec les bacilles tuberculeux virulents et avec les deux souches 
non virulentes (H387Ra et RI de Trudeau) que sur pomme de 
terre en bouillon glycériné, mais jamais sur milieu de Lowenstein. 
Les bacilles paratuberculeux et le BCG sont, de ce point de vue, 
moins électifs. Ils ont en effet élaboré la porphyrine aussi bien 
sur pomme de terre en bouillon glycériné que sur gélose glycé- 
rinée ou sur milieu de Lowenstein. Néanmoins, la synthése por- 
phyrinique est plus intense sur pomme de terre que sur les deux 
autres milieux de culture. 

L’age des cultures (jusqu’é soixante jours) et la température 
(de 37° a la température du laboratoire) n’ont pas influencé, dans 
nos expériences, l’intensité de la synthése des porphyrines. 
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Cas positifs +: Cas négatifs 
(fluor.rouge) : (absence de 
: fluor.rouge) 
¢ 


Nature de la : Nature du milieu Nombre 
souche ce culture de 


: cultures 


B.paratuberculeux: A : 
: Pomme de terre en : 3 
: bouillon glycériné : 29 16 : 13 
M. smegmatis : Gélose glycérinée : 16 2 5 14 
: Loewenstein : 14 74 4 9 10 
oo —+—— ——— —— 
A : Pomme de terre en 3 : : 
M, pellegrini : bouillon glycériné : 40 3 40 2 6) 
: Gélose glycérinée : 1l : 11 5 O 
: Loewenstein 4 12 5 12 : @) 
(pach pic ae —— So 
B.tuberculeux non: : : = 
virulents H H : 3 
: Pomme de terre en H : 
H37Ra : bouilion glycériné : 9 f if 5 2 
: Loewenstein eh: 7 8 O 5 i 


: Pomme de terre en ; 4 
RI de Trudeau : bouillon glycériné : 5 ; 4 g 1 
: Loewenstein 3 ES) : 1@) 
i: + —— Ht —— 
: Pomme de terre en : z B 
BCG : bouillon glycériné : LS 2 1l : 4 
: Loewenstein : | 3 2 : e) 


SEE _— 


B. tuberculeux : : : : 
virulents : 3 : 
: Pomme de terre en 3: 3 iB 
H37Rv Rist : bouillon glycériné : 9 g 3 3 6 
: Loewenstein : bs) i 1@) g 53) 
ho $—______—_+— — 
: Pomme de terre en : ts 
H37Rv TC 6 : bouillon glycériné : 3 2 1 
: Loewenstein i 4 = 0 : 4 


ce 


Dupray S (C) : Pomme de terre en : : : 
bouillon glycériné : 9 5 1 ; 8 
: Loewenstein . a A ie) : 4 
+ 4-4 + 
: Pomme de terre en : S 3 
Dupray S (B) : bouillon glycériné : 5 : ) : 5 
Loewenstein g 5 q ig) : 5 
Dupray S : Pomme de terre en ?: H 3 
(B 46-2081) : bouillon glycériné : i : ) : 7 
: Loewenstein ‘ 8 = 0 8 
* 
*k* 


La nature des porphyrines produites par les cultures des 
bacilles tuberculeux et paratuberculeux est discutée. 

D’aprés les examens spectroscopiques de Fischer et Fink, les 
bacilles tuberculeux synthétiseraient un complexe métallique de 
la coproporphyrine, caractérisé par deux bandes d’adsorption, 
& 522,6 et a 560,4 mp. Ces auteurs n’ont pu déceler, dans leurs 
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préparations, le spectre de porphyrine libre A quatre bandes dans 
le visible. 

Par contre, Dhéré, Gluckmann et Rapetti ont observé, par spec- 
troscopie de fluorescence, la présence de la coproporphyrine libre 
dans les cultures du Mycobacterium smegmatis et des bacilles 
tuberculeux humains ou bovins. 

A Vaide de chromatographie sur colonne, Todd a isolé de la 
coproporphyrine libre a partir des cultures de Mycobacterium 
karlinskt et du Mycobacterium smegmatis, sans pouvoir déceler 
la présence d’un complexe métallique. 

Nous avons pensé que l'emploi des méthodes analytiques 
modernes pourrait fournir certaines précisions A ce sujet. 

Les cultures de Mycobacterium pellegrini et de Mycobacterium 
smegmatis sur pomme de terre en bouillon glycériné se prétent 
bien a cette étude grace a leur intense fluorescence rouge en 
lumiéere de Wood. 

Les colonies recueillies par raclage ont été tout d’abord sou- 
mises 4 une extraction par l’éther acidifié par lacide acétique. 
Le controle par la lumiére de Wood a montré qu’on enlevait 
ainsi la totalité des porphyrines, ce qui permet d’éliminer la 
présence d’uroporphyrine insoluble dans ce solvant. 

La solution éthérée de porphyrine a été ensuite quantitative- 
ment extraite par l’acide chlorhydrique a 10 p. 100. Cette der- 
niére solution, examinée a l’aide du spectrophotoméetre Unicam, 
a présenté les quatre bandes des porphyrines libres et non les 
deux bandes dans le vert des complexes métalloporphyriniques. 
D’autre part, le sommet de la bande de Soret, situé a 402 mp, a 
affirmé la présence de la coproporphyrine. 

Pour établir lisomérie de ce dernier pigment, celui-ci a été 
repris par l’éther. Aprés évaporation a siccité et estérification du 
résidu. par Valcool méthylique saturé d’acide chlorhydrique 
gazeux, une chromatographie a été pratiquée sur colonne d’oxyde 
d@aluminium suspendu en benzene. L’éluat, obtenu par un 
mélange de benzéne-chloroforme, a été enfin soumis a une chro- 
matographie sur papier suivant la technique de Chou et ses colla- 
borateurs. 

Cette technique est fondée sur le principe suivant 

Pour un mélange de protoporphyrine, de coproporphyrine I et 
de coproporphyrine III, une premiere chromatographie sur papier 
Whatman n° | en kéroséne-chloroforme permet de séparer !a 
protoporphyrine, qui avance rapidement, et l’ensemble des deux 
isoméres de la coproporphyrine, dont la tache se trouve en retard 
sur celle de la protoporphyrine. Aprés séchage du papier, celui-ci 
est soumis A une deuxiéme chromatographic en kéroséne-propanol, 
milieu qui sépare les deux isoméres de la coproporphyrine. 
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l’isomére III se déplace en effet plus vite dans ce milieu que 
Visomére I. : 

La porphyrine que nous avons isolée de Mycobaclerium pelle- 
grini se déplace en kéroséne-chloroforme comme une copropor- 
phyrine pure, sans trace de protoporphyrine, variété également 
soluble dans l’éther acidifié qui nous a servi pour la premiére 
extraction 4 partir des colonies microbiennes. La deuxieme chro- 
matographie, en kéroséne-propanol, fait avancer la totalité de la 
tache. I] s’agit donc uniquement de la coproporphyrine III. 

Les résultats sont différents avec la porphyrine obtenue a 
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partir de Mycobacterium smegmatis. Si la premiére chromato- 
graphie (en kéroséne-chloroforme) permet d’identifier la copro- 
porphyrine, celle-ci se sépare en isoméres I et III lors de la 
seconde chromatographie (en kéroséne-propanol). Dans ce cas, 
comme dans celui de Mycobacterium pellegrini, la chromato- 
graphie sur papier montre l’absence de la protoporphyrine. 

La figure 1 résume les données des chromatographies sur 
papier. 

Les différents bacilles paratuberculeux peuvent done synthé- 
liser, méme dans des conditions en apparence identiques (milieu 
de culture, température, Age, elc.) diverses variétés de porphy- 
rines. On explique ainsi aisément les anciennes observations 
contradictoires sur la nature de la porphyrine synthétisée par 
différentes souches des bacilles tuberculeux et paratuberculeux. 
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CONCLUSIONS ET RESUME, 


1° La fluorescence rouge en lumiére de Wood, que présentent 
les cultures de certaines couches de bacilles tuberculeux et para- 
tuberculeux, ne constitue pas un test fidéle du caractére aviru- 
lent. Nous avons observé, dans une proportion non négligeable, 
cette fluorescence avec les souches virulentes, comme ailleurs 
Vabsence de fluorescence avec les souches certainement non viru- 
lentes (BCG, etc.). Le comportement du BCG est, de ce point de 
vue, particuliérement significatif. Il semble que les mémes fac- 
teurs peuvent déterminer la baisse de la virulence et la synthése 
porphyrinique. Mais le rapport causal n’est qu’apparent entre 
ces deux phénomenes qui, en réalité, subissent souvent une 
dissociation. 

2° Quoi qu'il en soit, la synthése des porphyrines, responsable 
de la fluorescence rouge des cultures, n’est pas lée strictement a 
un milieu de culture déterminé. Certains bacilles tuberculeux et 
paratuberculeux réalisent cetle synthése sur pomme de terre en 
bouillon glycériné, sur gélose glycérinée, sur milieu de Loewens- 
tein. La pomme de terre parait cependant le milieu de choix. 

3° L’age de la culture et la température n’ont pas influencé, 
dans nos expériences, l’intensité de la synthése porphyrinique. 

4° La nature exacte de la porphyrine synthétisée varie d’une 
souche hbactérienne a lVautre. Dans la culture de Mycobacterium 
pellegrint, nous n’avons trouvé que la coproporphyrine III alors 
que les colonies du Mycobacterium smegmatis renferment les 
ceux isoméres I et III de la coproporphyrine. 


SUMMARY 


SIGNIFICANCE AND NATURE OF THE PORPHYRINS SYNTHESIZED 
BY TUBERCLE AND PARATUBERCLE BACILLI. 


1° The red fluorescence in Wood light presented by certain 
strains of tubercle and paratubercle bacilli does not constitue 
a reliable test of their avirulent nature. A non negligible percen- 
tage of virulent strains shows this fluorescence and some certainly 
non virulent strains (BCG, etc.) are not fluorescent. 

2° Porphyrin synthesis, which causes the red fluorescence, 1s 
not related to a determined culture medium. Certain tubercle 
bacilli are able to realise this synthesis on glycerinated broth 
potato, on glycerinated agar, on Lowenstein. Potato however 
seems to be the most favorable medium. 

3° Neither the age of the culture nor the temperature influence 
the intensity of porphyrin synthesis. 
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4° The nature of the synthesized porphyrin varies from one 
strain to another : cultures of Mycobacterium pellegrini contained 
only coporphyrin III, whereas those of Mycobacterium smeg- 
matis contained coporphyrin I and III. 
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REPARTITION OE LA CYCLOSERINE DANS LE SERUM 

ET LES VISCERES, CHEZ LE CHIMPANZE, LE RHESUS, 

LE CYNOCEPHALE, LE PAPION, LE LAPIN, LE COBAYE 
ET LA POULE 


par P.-J. COLETSOS, J. BRETEY 
et Mes M.-J. LAROCHE, E. ORIOT et N. de REGEL (*) (**). 


Ey 


(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose {D* J. Bretey)) 


La cyclosérine est un antibiotique extrait de Streptomyces 
orchidaceus [4, 2, 3}. A l'état cristallisé, elle se présente sous la 
forme d’une poudre blanche trés soluble dans l’eau (100 mg dans 
1 ml d’eau). Son poids moléculaire est de 102 et son point de 
fusion 155-156°. Chimiquement, c’est une D-4-amino-3-isoxazoli- 
done. 

A Vétat de poudre et conservée 4 lVabri de l’humidité et de la 
lumiére, sa stabilté est remarquable. En solution aqueuse sa 
conservation a 4° est d’autant plus limitée que la dilution est 
plus étendue. Dans les mémes conditions 4 38° et additionnée de 
10 p. 100 de sérum, la destruction peut atteindre et méme dépasser 
50 p. 100 aprés un délai de quinze jours a trois semaines. 

Son spectre d’activité antimicrobienne est assez élendu. Son 
action ne dépend pas du caractére Gram-négatif ou Gram-positif 
des germes. 

Les streptocoques, les colibacilles, les Shigella, les Salmonella, 
les Klebsiella, etc. se révélent sensibles a des taux variables de 
cyclosérine in vitro |4, 5). 

La cyclosérine, du fait de sa toxicité élective pour le systéme 
nerveux [6, 7, 8] et de la nécessité d’utiliser des concentrations 
relativement élevées pour obtenir la bactériostase des bactéries 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1957. 

(**) Nous remercions le D* Lépine et le D* Panthier d’avoir bien 
vyoulu nous céder des singes cynocéphales et des M. rhesus sains pour 
compléter nos expériences. 

Nous remercions également M. Gavard qui a bien voulu nous préter 
son photométre et MM. Chaumont et P. Gaudin pour leur précieux 


concours technique. 
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ci-dessus énumérées, se révéle comme un antibiotique mineur 
comparé a ceux déja utilisés en thérapeutique humaine. 

En ce qui concerne son activité a l’égard de Mycobacterium 
tuberculosis {9], la cyclosérine présente un comportement para- 
doxal [410]. é' 

En effet, maleré une activité bacillostatique peu prononcée im 
vitro, nulle dans la tuberculose expérimentale de la souris, du 
cobaye et du lapin, modérée dans le traitement de la tuberculose 
du singe, elle se révéle active chez ’homme [44, 45, 16}. 

Ces faits déconcertants risquent d’avoir des répercussions 
considérables, aussi bien en chimie thérapeutique qu’en clinique 
humaine dans la désignation et le choix judicieux des drogues 
antibacillaires encore a |’étude. 

Il importait done que des explications, scientifiquement valables, 
fussent apportées & ce comportement biologique si particulier, et, 
par vole de conséquence, soit ramené a de jusles proportions le 
« paradoxe » de la cyclosérine. 

Du point de vue biochimique, il n’est pas impossible que la 
cyclosérine garde encore longtemps le secret de son mode d'action 
antibacillaire. 

En ce qui nous concerne, c’est & deux questions toutes simples 
que nous avons cherché a répondre par nos investigations depuis 
bientot un an. 


1° La cyclosérine est-elle aussi peu active in vitro qu’on le 
prétend ? 

2° A-t-on suffisamment approfondi la répartition physiologique 
de la cyclosérine in vivo chez les animaux réfractaires et les 
autres ? 


Dans une premiére partie de nos recherches, nous nous sommes 
penchés sur I’étude de Vactivité bacillostatique de la cyclosérine 
in vitro. 

Elle a fait objet d’un mémoire détaillé [47], dans lequel nous 
croyons avoir répondu par l’affirmative aux trois conditions qui 
nous paraissent essentielles pour attester l’activité bacillostatique 
d’un produit chimiothérapique in vitro, A savoir : 


a) L’établissement d’un taux de bactériostase précis pour la 
grande majorité des souches bacillaires virulentes ; 


2 

b) La constance de cette activité bacillostatique aussi bien a 
’égard de souches de laboratoire que de souches bacillaires pro- 
venant directement de malades ; 

c) Le moyen permettant la mesure précise de cette activité, 
aussi bien a l’usage des chercheurs que des cliniciens soucieux 
de connaitre le comportement biologique, soit d’une souche déter- 


—— 
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minée, soit de la population bacillaire de sujets en instance ou en 
cours de traitement par une nouvelle drogue. 

Le présent exposé a le mérite, pensons-nous, d’éclairer d’un 
jour nouveau laction phy siologique toute particuliére de la cyclo- 
sérine dont, seuls, homme et les animaux les plus élevés dans 
échelle zoologique tirent avantage des propriétés antibacillaires. 

L’accomplissement de nos expériences a nécessité la mise en 
ceuvre de moyens trés importants. En outre, il nous est apparu 
trés pénible de sacrifier, & cOté d’autres animaux inférieurs, des 
animaux aussi proches de l’homme que le chimpanzé. 

Nous tenons a preciser : 

Que seuls ont élé utilisés des chimpanzés atteints de tuberculose 
spontanée et condamnés a mort 4 plus ou moins bréve échéance ; 

Que nous avons pu, grace a leur sacrifice, pénétrer plus avant 
le secret de l’action bacillostalique de ce nouvel antibiotique chez 
Vhomme ; 

Que nous avons une preuve supplémentaire, si besoin est, de 
la trés grande parenté physiologique du chimpanzé et de 
Vhomme. 


PLAN DE NOTRE EXPERIMENTATION. 


Etudier et chercher a établir, avec une précision aussi grande 
que possible, le mode de répartition de la cyclosérine dans |’orga- 
nisme des animaux sains et tuberculeux au cours du nychtémére. 

Dans ce but, nous avons effectué des dosages chimiques, d’une 
part dans le sérum, prélevé par ponction veineuse ou cardiaque, 
d’animaux ayant recu des doses fixes de cyclosérine, deux, quatre, 
huit, douze, seize ou vingt-quatre heures avant, d’autre part dans 
les viscéres : reins, poumons, foie, rate, des mémes animaux 
sacrifiés suivant le méme horaire que ci-dessus. 


MATERIEL ANIMAL. 


Afin que notre étude soit comparative et homogéne, ct que des 
variations d’ordre technique ne puissent étre invoquées pour telle 
ou telle espéce animale, nous avons entrepris, simultanément ou 
a de trés faibles intervalles de temps, des dosages de cyclosérine, 
d’une part sur le singe anthropoide (chimpanzé) et sur les autres 
singes : M. rhesus, cynocéphale et Papion Sphinx, d’autre part 
sur le lapin, le cobaye et enfin sur la poule. 

En outre, et chaque fois que cela nous a été possible et paru 
utile, nos dosages ont porté sur un lot d’animaux sains et sur un 
lot d’animaux spontanément tuberculeux ou tuberculisés expéri- 
mentalement. 
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Précisons enfin que chez les chimpanzés pour lesquels nous ne 
disposions pas de témoins sains, nous avons pris soin, a chaque 
autopsie, de prélever, a coté des pares de poumons malades, 
des parties apparemment saines pour des dosages comparatifs. 

Nous n’avons d’ailleurs relevé aucune différence significative 
entre animaux sains et animaux tuberculeux, ni entre parties 
malades et parties saines d’un méme viscére prélevé chez le méme 
animal. Aussi et pour alléger notre exposé nous ne ferons men- 
tion, sauf exception, que des dosages par espéce animale. 


CONDITIONS D’ EXPERIENCE. 


1° L’administration de cyclosérine a été faite par voie parentérale, 
voie sous-cutanée profonde ou intramusculaire, chez tous les animaux 
sans exception. 

2° La dose quotidienne de cyclosérine a été administrée en une seule 
injection. 

3° La grande majorité des animaux ont subi une cure d’imprégna- 
tion, trois jours au minimum (singes cynocéphales, lapins, poules) 
et neuf jours au maximum (chimpanzés, cobayes sains, cobayes tuber- 
culisés). 

La dose quotidienne durant la cure d’imprégnation précédant le 
titrage a été de 20, puis de 30 et enfin de 40 mg/kg pour les chimpanzés 
el les cynocéphales, de 40 puis de 60 et enfin de 80 mg/kg pour les 
lapins, les cobayes et les poules. 

4° La dose finale de cyclosérine administrée lors de Vinjection qui 
a précédé chaque titrage a été de 40 mg/kg pour les singes et de 
80 mg/kg pour les lapins, les cobayes et les poules. 

5° Les dosages successifs de cyclosérine dans le sérum ont porté sur 
une méme série de plusieurs animaux, la ponction veineuse ou car- 
diaque n’entrainant ni troubles ni risques notables. 

6° Les dosages chimiques dans les viscéres représentent une moyenne 
minima de deux animaux pour chaque heure indiquée. Ainsi 4 une, 
deux, huit, seize et vingt-quatre heures, deux singes cynocéphales ont 
été sacrifiés. 

Nous n’avons sacrifié que sept chimpanzés, tous tuberculeux, trois 
autres bien portants ont été utilisés pour des prélévements de sérum 
seulement. 

La moyenne pour les cobayes et les lapins est établie sur deux, 
quatre ou six animaux pour chaque heure indiquée. 

En outre, huit poules ont été utilisées dans le méme but. 


CONDITIONS DE PRELEVEMENT. 


Tous les animaux, poules exceptées, ont été sacrifiés sous anesthésie 
générale et saignés a blanc, ponction cardiaque poussée au maximum, 
suivie d’une section de la carotide. 

Sans cette précaution, d’une importance considérable, les dosages 
dans les viscéres d’animaux insuffisamment saignés se trouveraient 
modifiés et faussés & la base. 
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En effet, dans la plupart des cas, le sang est le plus chargé en 
ccyclosérine, surtout chez le singe, et pour une plus longue durée. 

L’autopsie a suivi immédiatement la saignée. Tous les dosages ont 
été effectués aussitét aprés le prélévement des organes et les résultats 
consignés dans les quatre heures qui ont suivi. 


TECHNIQUE DE DOSAGE. 


La cyclosérine étant un antibiotique A spectre d’action assez large, 
le dosage hbactériologique A Jlaide d’une souche étalon aurait été 
possible. 

Nous lui avons préféré le dosage chimique, infiniment plus précis 
que le premier et facilement réalisable par la méthode colorimétrique 
de Jones. 

La méthode de Jones est basée sur la propriété de la cyclosérine de 
donner avec le nitropentocyanoferrate de sodium, en milieu légérement 
acide, un complexe de coloration bleue intense, stable pendant quatre 
heures, qui permet des mesures quantitatives 4 625 mu, avec une préci- 
sion de l’ordre du ug. 

La description détaillée de cette méthode est donnée dans 1l’Analytical 
Chemistry [418]. Elle concerne le dosage de cyclosérine dans les sérums, 
urines, L.C.-R. et épanchements séro-fibrineux. Il n’y est pas fait 
mention de la technique a suivre pour 1’évaluation du taux de cyclo- 
sérine dans les viscéres. 

Pour ces derniers, c’est le procédé employé pour la déprotéinisation 
du sérum sanguin qui a guidé notre conduite. 

Dans ce but, a la place de 2 ml de sérum, nous avons utilisé 2 ¢ 
de viscére préalablement broyés au mortier, en présence de sable de 
Fontainebleau, en quantité variable suivant la consistance de l’organe, 
pour obtenir le meilleur broyat. 

C’est au stade de la déprotéinisation qu’il nous a paru nécessaire 
d’utiliser 8 ml au lieu de 4 du réactif 4 lacide tungstique. Aprés 
agitation et centrifugation A la méme vitesse et pendant le méme 
temps (cinq minutes a 14000 tours), aussi bien pour le sérum que 
pour les organes, nous avons suivi rigoureusement la méthode de 
Jones. 

Les lectures ont été effectuées au photométre de Meunier, avec l’écran 
rouge, au lieu du spectrophotométre de Beckman, modéle DU, men- 
tionné dans la méthode et que nous ne possédions pas. 

Les résultats ont été consignés par comparaison avec une gamme 
étalon préparée extemporanément comme indiqué dans la méthode. 
Un calcul de correction est nécessaire pour obtenir le taux de cyclo- 
sérine par gramme d’organe, alors que pour le sérum, le taux au 
millilitre est obtenu d’emblée. 


RESULTATS. 


Copaye. — Dix cobayes tuberculeux, inoculés par voile sous- 
cutanée six semaines avant, avec 1/1000 de milligramme de 
bacilles, souche H37Rv, et dix cobayes sains ont été utilisés. 
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Les témoins présentaient le méme poids que les cobayes tuber- 
culeux. Tous étaient du sexe male et tous ont subi une cure 
d’imprégnation par la cyclosérine comme suit : re 

Une injection de 40 mg/kg les trois premiers jours ; une mjec- 
lion de 60 mg/kg les trois jours suivants; une injection de 
80 mg/kg les trois derniers jours. 

Les résultats des dosages sont consignés dans le tableau I et 
la figure 1. 

Tasieau J. 


COBAYES ; 


Précisons que six cobayes, quatre tuberculeux et deux sains, 
sacrifiés huit et douze heures aprés, ont donné des dosages tota- 
lement négatifs. 

Remarques : La cyclosérine ne fait que traverser lorganisme 
du cobaye, puisqu’aé la sixiéme heure aucune trace de cet anti- 
biotique n’est décelable. 

Le poumon, le foie, la rate restent pratiquement hors du circuit, 
aussi bien chez les cobayes sains que tuberculeux. 

Ces faits corroborent et explquent Vaction nulle de cet anti- 
biotique dans la tuberculose expérimentale du cobaye. 


Lapin. — Huit lapins sains ont servi 4 nos dosages ; quatre de 
2,200 kg, deux de 2,400 kg et deux de 2,600 kg. 

La durée d’imprégnation a été de trois jours seulement : 

Une injection de 40 mg/kg le premier jour; une injection de 
60 mg/kg le deuxiéme jour; une injection de 80 mg/kg le troi- 
siéme jour. 

Les résultats des dosages. dans le sérum et les viscéres sont 
consignés dans le tableau II et la figure 2. 

Remarques : Avec 80 mg/kg par jour, le taux de cyclosérine 
dans le sérum est de ordre de 50 4 60 ue/ml la deuxiéme heure 
qui suit l’injection et quelques pg sont encore présents a la 
douziéme heure, 
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Le parenchyme rénal se charge et se décharge deux fois plus 
lentement que chez le cobaye. 


Hg mt HG mt 


50 COBAYES ee Meo 
(80mg kg) (80mg kg) 


40 40 


30 30 


20 20 


BACTERIOSTASE 
M.T. IN VITRO 


BACTERIOSTASE 10 
M TIN VITRO 


10 


Heures 4 Seeenri2s Heures & 8 12 16 


Fie, 1. Fre. 22 


TasLeau II. 


Te poumon reste imprégné d’un taux égal au taux bactériosta- 
tique in vitro pendant les six premiéres heures. 
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Il apparait done nettement que, pour maintenir un taux suffi- 
sant de cyclosérine dans son organisme, la dose de 80 mg/kg 
renouvelée toutes les six heures (soit 320 mg/kg par jour) serait 
nécessaire au lapin pour bénéficier des effets bacillostatiques de 
cet antibiotique. 

Ainsi s’expliquent l’insuffisance d’action et les échecs thérapeu- 
liques de la cyclosérine dans la tuberculose expérimentale du 
lapin et son role d’antibiotique d’épaulement lorsqu’elle est 
utilisée en association avec INH. 


Pour. — Nous avons tenté des dosages dans le sérum et le 
foie de !a poule afin de vérifier si les taux de cyclosérine se 
trouvaient modifies du fait de l’état rudimentaire du rein chez cet 
animal. 


TasieAu III. 


Chez la poule les taux sanguins restent supérieurs ou égaux 
® 10 wg pendant les douze premiéres heures au lieu de six heures 
chez le lapin et de trois 4 quatre heures chez le cobaye. 

Dans le foie, quelques wg de cyclosérine sont encore présents 
a la vingtiéme heure (Cf. tableau III et fig. 3). 


Sinces. — FEspéces utilisées : une réserve de chimpanzés et de 
cynocéphales malades nous ayant été signalée, nous avons pris 
des dispositions pour les radiographier. Tous ceux qui ont été 
reconnus malades ont été transférés dans l’animalerie réservée 
aux animaux tuberculeux et c’est sur eux que nous avons inau- 
guré nos recherches. Elles ont été complétées par la suite par 
utilisation de trois chimpanzés et des cynocéphales sains, enfin 
par un groupe de quatre M. rhesus et de deux Papions Sphinx. 
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Pour la clarté de notre exposé nous inverserons l’ordre de notre 
protocole d’expériences. 


1° Papion Sphinx. — Nous n’avons pu disposer que de deux 
Singes Papions : un de 3,750 kg et un de 2,750 kg. 

Nous n’avons utilisé que leur sérum. 

Tous deux, sans préparation préalable, ont regu une injection 
de 40 mg/kg de cyclosérine. 

Les prélévements de sérum ont été effectués dans la veine 


Hg ml 
POULES 
en (80mg kg) 


30 
20 


10 


Heures 4 8 12 16 20 


Dien Bh 


saphéne deux, quatre, huit, seize et vingt-quatre heures aprés 
injection. 

Les taux de cyclosérine trouvés ont élé de Vordre de 60, 20, 
20, 4 et 3 ug/ml respectivement (Cf. tableau VII et fig. 6). 


2° Cynocéphale. — ‘Les singes cynocéphales, de méme que les 
cobayes et les lapins, ont subi une cure d’imprégnation pendant 
les trois jours qui ont précédé les dosages, 4 savoir : 

Une injection de 20 mg/kg le premier jour; une injection de 
380 mg/kg le deuxiéme jour; une injection de 40 mg/kg le troi- 
siéme jour. 

Les prélévements ont été effectués a des heures fixes et les 
dosages dans le sérum et les organes suivant les conditions énon- 
cées plus haut. Nous insistons a nouveau sur l’importance consi- 
dérable des dosages dans les organes qui n’ont une valeur réelle 
que lorsqu’ils portent sur des viscéres d’animaux saignés a blane. 
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Pour les résultats de dosages dans le sérum, le rein, le foie et 
la rate : Cf. tableau IV et figure 4. 


TasLeAu IY, 


: og : 9 Kg oF : 10 Kg @: aia 7 4 Kg of? : 6 Ke of 19%E QO: 

: TOCEPHALES : : : 4%@ : C pene 

eS SBP Keug. so Renee: J : 4 Ke Q 7 6 Ke Q :5KBQ? 
DD PREGNATION = : - : - : 3 Jours : 3 Jours 3:3 Jour: 

:3CART DES DEUX : : : : : 

: DERNIERES DOSES: a : = : S : 24 H : 24 H 228 H : 
POSOLOGIE : 40mg.Ke : 40me.Kg : 40mg Kg : 40mg .Kg : 40mg.Kg Geass 

: SACRIFIES APRES: ne | : omen : 4H : 8H SG ee ga: H 3 

: Taux de Cyclosérine en KY: me. : 

SS Le eee : ——: 

SERUM : 60) : 41) : : 12) : 4) 0 ee 

8 z : 62,5 = )42 : 27 8 )16,5 : 65 $ : 

: 65) : 43) a deal) 3 9 : 0 : 

i : 20) : : 10) : 10) :5) 3 

REIN : 5 24,5 21 : ae 5 ve Toe 

: - 2 235 4 : 28 2 25 :5) : 

: 53) : 31) : : 16) eG) On es 

POUMON : 53 : 29,5 : 22 : ee oes : : 

: 53 : 28 ° : 9 : (o) Se) : 

: - g Ud) : 3; 13)) =o 250. 

FOIE 5 2 S52) as 9 : )13 : : : 

: - ae : > =) 71 50 : 0 : 

. = : 10) : : = . Ss a . 

RATE )8 () 
x 6 es fs = 


Remarques : Le taux plasmatique chez le cynocéphale est de 
ordre de 60 4 65 pg/ml la premiére heure qui suit l’injection. Le 
poumon se trouve également perfusé de cyclosérine a cette phase 
initiale (53 pg/g) qui est de courte durée. Le rein se charge plus 
tard, entre la deuxiéme et quatri¢me heure. 

Quant au foie, contrairement A notre attente, non seulement il 
ne constitue aucune réserve de cyclosérine mais, 4 l’exception de 
la rate, qui reste pratiquement en dehors du circuit, c’est le viscére 
qui s'imprégne le plus difficilement et présente les taux les plus 
bas et pendant la plus courte durée. 

‘La courbe de décharge des viscéres et du sérum du cynocéphale 


est beaucoup plus étalée que celle du lapin et sans comparaison 
aucune avec celle du cobaye. 
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Alin de savoir s’il existait un rapport entre la fréquence des 
accidents neuropsychiques présentés par certains malades traités 
par la cyclosérine et la fixation de celle-ci sur le systéme nerveux 
central, nous avons procédé a des dosages dans le L. C.-R. d’une 
part, dans les différentes parties de l’encéphale d’autre part. 

Les résultats de ces dosages sont consignés dans le tableau V. 

Précisons que les cynocéphales qui ont servi pour ces dosages 
ont recu une dose unique de 50 mg/ke. 

Ce qui frappe aA la lecture de ces chiffres, c’est : 

a) la rapidité de diffusion de la cyclosérine dans le L. C.-R. 


CYNOCEPHALES 
(40mg kg) 


30 


2oL ge 


10 


Heures 4 16 20 24 


Fie. 4: 


et Vimportance des taux atleints : 26,5 wg/ml a la deuxiéme heure, 

b) Vimportance des taux atteints dans les différentes parties de 
Vencéphale : 18,5 pg/g pour la parte corticale, 15 wg/g pour le 
bulbe et 14 pg/g pour le cervelet, et enfin 

c) la persistance de taux trés significatifs seize heures apres : 
18 ug/ml dans le L.C.-R., 5 a 8 ug/g dans lencéphale. 

Il n’est peut étre pas sans intérét de mentionner que, si les 
écarts des taux de cyclosérine trouvés dans les différentes parties 
de Vencéphale sont peu significatifs, ordre des valeurs a été 
cependant le méme pour les quatre singes cynocéphales, a savoir : 
concentrations relativement trés élevées dans le L. C.-R., puis 
dans la partie corticale du cerveau, ensuite le bulbe, le cervelet 
donnant le taux le plus faible aussi bien deux heures que seize 
heures apreés. 


574 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TaBLeaAu V. 


10 kg OF : 10 ke Q } 


CYNOCEPHALES : : 
ll kg @ : llkg @ : 


CYCLOSERINE : 2€ He : 16¢ H. 


50 mg Kg 
Ie He | 
Benak) 3 tsh)) 
SERUM : y Gg i ale 
3 ay 3; 16) 
: 28) BSA), 
LeCeRe : ) ZOD : ) 8 
25) Baie) 4) 
pally? by) 1355) : 
CORTEX : j16,5 ; ) aes 
20) 2 {Sn{5), : 
om) eo!) : 
CERVELET g ) 14 C ) : 
pals) )] 2 3 ,(53)) : 
14) ome) : 
BULBE 5 aus) g fe : 
6) 2.8) : 
3° M. rhesus. — Nous en avons utilisé quatre dont les poids 


respectifs ont été de 4,250 kg, 4 kg, 4 kg et 2,750 ke. 

Tous les quatre ont regu en une seule et unique dose 40 mg/kg 
de cyclosérine. 

Pour les résultats : Cf. tableau VII et figure 6. 

Remarques : Le M. rhesus, par son comportement & l’égard de 
la cyclosérine, s’oppose de facon absolue aux animaux inférieurs, 
cobaye, lapin, et se distingue trés nettement des singes eatarrhi- 
niens ; cynocéphale et papion. 

Chez le M. rhesus les concentrations de cylosérine dans le sang 
sont de 30 ug/ml a la huitiéme heure contre 16 we/ml chez le 
cynocéphale et le papion, et de 22 ng/ml a la sixiéme heure contre 
4 ug/ml chez ces derniers. En outre, fait tout a fait remarquable, 
jusqu’a la vingt-quatriéme heure aprés une injection unique de 
40 mg/kg le M. rhesus conserve dans son sérum 11 ug/ml de 
cyclosérine, c’est-a-dire un taux égal et méme légérement supé- 
rieur au taux de hactériostase in vilro, alors que chez le cyno- 
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céphale et le papion, dés la douziéme heure, le taux sanguin est 
inférieur au taux bactériostatique et tend vers zéro. 


4° Chimpanzé. — Dix chimpanzés ont été ulilisés pour nos 
expériences. Sept ont été sacrifiés, tous étaient spontanément 
tuberculeux avec des lésions pulmonaires essentiellement variables, 
allant de l’envahissement massif avec forte réaction pleuro-péri- 
cardo-médiastinale a J infiltration micro-nodulaire avec de trés 
rares bacilles a la culture des organes. 


Trois autres chimpanzés, l'un sans lésions radiologiques appré- 
ciables et les deux autres récemment arrivés d’Afrique, ont donné 
leur sérum et n’ont pas été sacrifiés. 

La durée d’imprégnation a varié de six A douze jours avec des 
doses croissantes de 20, 30 et 40 mg/kg par vingt-quatre heures 
en une seule injection. 

‘Le plus atteint, « Coco » (Cf. tableau VI), a recu une dose 
unique de 40 mg/kg et n’ayant pu supporter le choc il a été 


immédiatement saigné a blane et autopsié. 


TasLeau VI. 


coco :BIANCHET: (+) (+) (4): cRos O” : CHARMANTE tapo 0: 


CHIMPANZES : Hs 3 6 kg.: : 3 
Telyt53 athe A (E)) (+) (4): (4) + Ske. : 12 ke. : 
aE ae : : 
DUREE ° - :6 jours :3 jours :9 jours :12 jours 
‘IMPREGNATION : e : 3 $ 


:6 jours :9 jours : 


24h. : 24h. : 24h. 


FOU! ’ON 


Un autre trés atteint, « Blanchet », malgré une posologie 
réduite (10 mg/kg pendant trois jours et 15 mg/kg les trois jours 
suivants), a du étre sacrifié, sa mort paraissant 1mmunente. 
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Remarques : Le chimpanzé « Coco », sacrifié quinze minutes 
apres une injection unique de 40 mg/kg, a présenté le méme taux 
de cyclosérine dans le liquide péricardique et dans le sérum : 
33 ng/ml. Ceci confirme la rapidité de diffusion de la cyclosérine 
dans les épanchements séro-fibrineux. 

« Blanchet », avec 15 mg/kg, n’avait que 19 pg/ml de cyclo- 
sérine dans son sérum deux heures apres, alors que deux autres 
chimpanzés, avec 40 mg/kg, avaient 72 et 48 pg/ml a la méme 
heure (tableau VI, colonnes 2 et 3). 

« Charmante », dont les deux derniéres injecuions étaient espa- 


kg ml 
50 


CHIMPANZE 


CYCEOSERINE 
(40mg kg) 


40 


BACTERIOSTASE \ 
OU M.T IN VITRO \ 


10 


Heures 4 8 12 16 20 24 


Premoe 


cées de douze heures au leu de vingt-quatre heures chez son 
homologue « Labo Male », a donné 66 ug/ml dans le sérum et 
25 we/g dans le poumon, contre 19 ug/ml dans le sérum et 14 ug/g 
dans le poumon de « Labo Male », tous deux sacrifiés douze 
heures apres la derniére injection. 

Ces faits font ressortir limportance de la dose et le role de 
l’espacement des injections. 

Mais la révélation la plus remarquable et exclusivement réservée 
au chimpanzé a été le maintien « en plateau » d’un taux plas- 
matique de cyclosérine de Vordre de 20 ug/ml, soit deux fois la 
dose bacillostatique, aprés la douziéme et jusqu’a la vingt-qua- 
triéme heure qui a suivi V injection. ; 
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TABLEAU VII. 


SINGES CYCLOSERINE 40mg Kg : TAUX DANS L& SERUM &N 


pg. Me 


CHIMPANZ=S M. RHESUS CYNOC EPEALES PAPIONS 


CYCEOSERINE 
(40mg kg) 
SERUMS _SINGES 


CHIMPANZE 


30 


20 


DU M.T. IN VITRO NS 


Heures 4 8. 12 16 20 24 


Fic. 6. 


Annales de l'Institut Pasteur, 93, n° 5, 1957. 38 
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La présence de taux plasmatiques supra-bacillostatiques de cyclo- 
sérine pendant les douze premiéres heures qui sulvent une injec- 
tion de 40 mg/kg, le maintien « en plateau » d’un taux de 
cyclosérine deux fois supérieur au taux bacillostatique entre la 
douziéme et la vingt-quatriéme heure expliquent l’action antibacil- 
laire de cet antibiotique in vivo chez les singes supérieurs : 
chimpanzé et M. rhesus. 

De méme l’absence de taux suffisants de cyclosérine dans le 
sérum et les viscéres des animaux inférieurs explique son action 
insignifiante chez ces animaux. ; 

Le rythme de concentration et d’éliminalion de la cyclosérine, 
dans le sérum et les viscéres, particulicrement accéléré chez les 
animaux inférieurs, de plus en plus lent chez les animaux supé- 
rieurs, singes et plus spécialement le ‘chimpanzé et M. rhesus, 
met en relief la relation étroite entre le comportement de chaque 
espéce animale a l’égard de la cyclosérine et la constitution 
physiologique propre de son organe d’excrétion : le rein. 

A cet égard il n’est pas douteux que chez le chimpanzé et 
M. rhesus le seul d’excrétion rénale se situe autour de 20 pg/ml 
pour la cyclosérine. 

Il est difficile d’affirmer l’existence d’un seuil d’excrétion chez 
le cynocépyale et le Papion Sphinx, mais il est incontestable que 
lexcrétion de la cyclosérine se trouve différée par comparaison 
aux animaux inférieurs. Parmi ces derniers, les uns présentent 
un mode d’excrétion plus ou moins accéléré : lapin, les autres un 
mode extrémement rapide : cobaye. 


CoNCLUSIONS. 


L’action bacillostatique élective de la cyclosérine dans la tuber- 
culose humaine et dans la tuberculose du singe (M. rhesus) trouve 
son explication majeure dans le mode de concentration et d’éli- 
mination de cet antibiolique dans le sérum d’une part, dans les 
viscéres d’autre part. 

A la lumiére des faits expérimentaux constatés chez les singes, 
chimpanzé en particulier, comparés a ceux observés chez le lapin 
et le cobaye, nos conclusions sont les suivantes : 

Le rythme de concentration et d’élimination de la cyclosérine 
semble étre lié a la constitution physiologique propre de l’organe 
d’excrétion de chaque espéce animale. 

Chez le cobaye : La cyclosérine ne fait que traverser Vorganisme 
de cet animal sans que l’on puisse déceler la moindre trace dans 
les viscéres (poumon, foie, rate) deux heures aprés une injection 
de 80 mg/kg. 

Chez le lapin: L’élimination de la cyclosérine est plus différée 
gue chez le cobaye, mais l’imprégnation des viscéres avec un taux 
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significatif de cyclosérine ne peut étre assurée qu’en répélant les 
doses toutes les six heures environ, soit 320 mg/kg toutes les 
vingt-quatre heures, ce qui est impossible et toxique pour ]’orga- 
nisme de cet animal. 

Ces faits expliquent l’inefficacité notoire de la cyclosérine dans 
la tuberculose expérimentale du lapin et du cobaye. 

Chez le singe: Une distinction nette doit étre faite entre les 
singes catarrhiniens : cynocéphale ct Papion Sphinx, et le chim- 
panzé, M. rhesus occupant une place intermédiaire, plus proche 
du chimpanzé que du cynocéphale. 

Le fait Je plus remarquable et exclusivement réservé au chim- 
panzé est |’existence d’un seuil d’excrétion rénale qui se situerait 
1 20 ug/ml de cyclosérine, assurant ainsi le maintien de concen- 
trations plasmatiques 4 ce taux durant vingt-quatre heures, aprés 
une seule injection. 

Chez le cynocéphale et le Papion Sphinx, il est difficile 
d’admettre un seuil d’excrétion fixe, mais il n’est pas douteux 
que limprégnation humorale et viscérale s’écarte, et de beaucoup, 
de celles des animaux inférieurs : lapin et cobaye. 

Sur le plan thérapeutique, étant donné : que le taux de bacté- 
riostase in vilro est de 10 pg/ml, que l’action bacillostatique in 
vivo n’est assurée qu’avec des concentrations humorales plus 
élevées, que les viscéres simprégnent plus difficilement et se 
déchargent plus facilement de cyclosérine que le sérum, que des 
facteurs individuels peuvent influer sur le seul d’excrétion, il 
importe que la posologie quotidienne soit établie d’aprés le poids 
corporel de chaque sujet et non de facon uniforme, que la dose 
journaliére ne soit pas fractionnée mais soit autant que possible 
administrée en deux prises espacées de douze heures, ce qui, 
d’aprés les faits que nous venons de rapporter, assurerait les 
meilleures concentrations viscérales et pulmonaires en particulier. 


SUMMARY 


DISTRIBUTION OF CYCLOSERINE IN SERUM AND ORGANS OF CHIMPANZEES, 
M. rhesus, Cynocephalus babuin, Papio, RABBirs, GUINEA PIGS, 
AND CHICKEN. 


The selective anti-tuberculous activity of cycloserine in human 
beings and anthropoids (chimpanzees) is due to a renal excretion 
threshold of 20 ug/ml of this antibiotic. 

The same phenomenon is observed in M. rhesus, but the elimi- 
nation of cycloserine is somewhat more rapid than in human 
beings and chimpanzees. In Cynocephalus babuin and Papions 
Sphinx this elimination is still more rapid. 

In lower animals (guinea pigs, rabbits, etc.) cycloserine only 
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passes through the body, and some organs (spleen, liver, lungs) 
are impregnated for a very short time “only. 

Clinically the following ‘remarks are important : 

1° The dosage must be established according to the body weight 
of every patient ; 

2° The daily dose must not be fractionated over several doses ; 

The humoral and visceral efficient concentration of cyclo- 
serine should be realized by means of two doses of the drug, 
separated by a twelve hours interval. 
ight 

Nous remercions le Service Médical des Laboratoires Roche qui a 
bien vonlu nous céder gracieusement la cyclosérine chimiquement pure 
nécessaire 4 nos expériences. 
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CULTURE DU VIRUS DE TESCHEN 
SUR CELLULES EPITHELIALES DE REIN DE PORC 
EN COUCHE MONOCELLULAIRE 


par P. BOURDIN, P. ATANASIU, P. LEPINE, 
H. JACOTOT et A. VALLEE (*). 


(Institut Pasteur de Paris 


et Laboratoire Central de l’Elevage de Madagascar) 


INTRODUCTION. 


La culture du virus de Teschen sur tissus a déja été entreprise 
par différents auteurs. Horstmann [4] en 1952 la tenta sur les 
fibroblastes de |’embryon de poulet et conclut que le virus de 
Teschen semblait y survivre et s’y multipher. Larski [2] en 1955 
obtint la culture du virus sur les cellules rénales de l’embryon 
de pore. Mayr et Schwobel {3] montrérent, en 1956, que le virus 
de Teschen pouvait se multiplier sur le tissu rénal de pore ct 
qu’au troisi¢éme passage sur culture, il devenait cytopathogéne. 

Depuis 1955, dans le Service des Virus de l'Institut Pasteur de 
Paris, pwis au Laboratoire Central de l’Elevage de Madagascar, 
nous avons essayé de cultiver le virus de Teschen sur différents 
tissus et avons pu obtenir la multiplication de ce virus sur |’épi- 
thélium rénal de porcelet, ainsi que l’apparition et le maintien 
de son pouvoir cytopathogéne. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Animauz : Nous prélevons les reins sur des porcelets dgés de 20 
4 30 jours. 

Trypsine ; Nous utilisons la qualité dite 4 1:300 (1): 0,25 p. 100 
dissous dans une solution tamponnée type P. B.S. [4], mais sans 
chlorure de calcium, ni chlorure de magnésium, ce qui évite la forma- 
tion d’amas mucilagineux au début de la digestion. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1957. 
(1) Mann Research Laboratories, New York 6, N. Y. 
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Milieu de culture [5, 7] : 


Solution de Earle [8] (2) contenant de Vhydrolysat enzy- , 
matique de lactalbumine a raison de 5 g par litre (3) .... 950 aa 
Sérum de veau chauffé & 50° 2.2.6.5... -eces sees cece eres 50 cm 


Vitamines (4) [9, 40]: 


Solutfornmmde. auitamiinesi (Sagar cnet ter SoA an cre 6 1 cm3 
Solution “dfacide foliqte "esrertaeste ett tect eter 1 cm 
Solution “de ibyotines -esscescin omar aeericr nye 10 cm? 
Antibiotiques : 
Pénicilline 420000) UW fem? {circ alee elie eseeesr erase | oe ems 
Streptomycine 20000 pg/em? .......-...-..0-2.++0eeeee 2,5 cm3 


TECHNIQUE DE CULTURE. 


Nous pratiquons la technique de culture de tissu en couche 
monocellulaire aprés trypsination mise au point par Dulbecco et 
Vogt [4], puis modifiée par Youngner [5]. 

Les porcelets sont saignés, puis les reins prélevés aseptique- 
ment sont décapsulés. La zone corticale est prélevée, puis fine- 
ment hachée & Vaide d’une lame de rasoir. Les fragments tissu- 
laires sont introduits dans une fiole de Fourneau contenant un 
barreau aimanté ot ils sont lavés plusieurs fois a aide du P. B. S. 
incomplet. 

Aprés le dernier lavage, on introduit environ 50 cm? de la 
solution de trypsine préalablement portée 4 37° ; la fiole de Four- 
neau est posée sur agitaleur magnétique placé dans une étuve 
a 39°. L’agitateur est mis en route a vitesse réduite ; au bout de 
vingt minutes, le liquide surnageant est récolté aprés décantation. 
Les trois premiéres récoltes sont éliminées, car elles ne contien- 
nent que peu de cellules ; les récoltes suivantes sont recueillies 
directement dans un pot a centrifuger de 250 cm? maintenu a la 
température de la glace fondante. 

La durée de la digestion varie suivant les animaux : en moyenne, 
il faut cing heures pour digérer deux reins de porcelets. 

La suspension cellulaire est centrifugée & 1 000 t/min ; le liquide 
surnageant est Gliminé, puis remplacé par du P. B. S. incomplet 


(2) Nous avons soin de réajuster le pH de la solution de Earle 3 
7-7,2 en faisant barboter du gaz carbonique, avant et apres l’adjonction 
de Vhydrolysat de lactalbumine. Nous filtrons ensuite la solution sur 
bougie L3 par aspiration et nous ne constatons pas de modifications 
sensibles du pH. 

(3) Nutritional Biochemical Company, Cleveland, Ohio. 

(4) Hoffmann La Roche, 10, rue Crillon, Paris. 
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dans lequel nous remettons les cellules en suspension par une 
agitation vigoureuse. Nous effectuons cette opération trois fois 
pour bien éliminer toute la trypsine. 

Les cellules sont introduites dans un pot a centrifuger tronco- 
nique, gradué, de 40 cm’, puis centrifugées a 1 000 t/min pendant 
une Sa ae nous pouvons ainsi connaitre le volume du culot 
de centrifugation. Elles sont ensuite introduites dans le milieu de 
culture a raison de 1 em’ de culot cellulaire par 100 em? de milieu. 


Tic. 1. — Epithélium rénal de porcelet. Culture de 96 heures. 


Nous obtenons ainsi environ 500 000 cellules par centimétre cube 
de milieu. Le milieu de culture est réparti dans des tubes de 
pyrex de 16 mm de diamétre, qui sont mis a |’étuve en position 
inclinée. 

On obtient une couche monocellulaire compléte en cing a sept 
jours, suivant l’Age du porcelet (fig. 1). 


INOCULATION DU VIRUS. 


Nous avons utilisé pour le premier passage du virus un mélange 
de centres nerveux provenant de porcelets inoculés avec la souche 
malgache S.I.C.E. et sacrifiés 4 la période de paralysie com- 
pléte avec hyperthermie. Buck et Serres [44] ont montré que la 
virulence du sysléme nerveux était maximum a cette période. Le 
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mélange de substance nerveuse a été ltré sur porcelets de 
45 jours, et, en utilisant la méthode de calcul de la DL50 de Reed 
et Muench [12], nous avons obtenu DL50 = 10-*°. 

Nous éliminons le milieu des tubes de culture et introduisons 
dans chaque tube 0,3 ml d’une dilution au 1/10 dans de l’eau 
bidistillée de la substance nerveuse finement broyée au mixeur. 
Nous inclinons les tubes et laissons le virus en contact pendant 
une heure avec les cellules, & la température du laboratoire. 
Puis nous introduisons le milieu de culture neuf a raison de 
2,7 ml par tube ; la dilution finale du virus est alors de 10—~. Le 
milieu de culture employé ne comprend que 2 p. 100 de sérum 
de veau chauffé a 56°. Les tubes sont bouchés a aide d’un 
bouchon en caoutchouc et placés dans un tambour pour tubes 
roulants. Le cinquiéme jour aprés inoculation, les cellules ne 
sont pas lysées ; nous récoltons le liquide virulent et faisons un 
controle bactériologique qui reste négatif. Le liquide est congelé 
et placé 4 — 30°. 


RESULTATS. 


Titrage sur porcelets du virus de premier passage sur culture 
de tissus. — Nous avons utilisé des porcelets sevrés dont le poids 
variait de 7 4 11 kg, les dilutions s’échelonnant de 10— a 10-. 
Nous avons inoculé deux porcelets par dilution. Le diluant était 
de l’eau distillée. Les animaux ont été inoculés par voie céré- 
brale & raison de 0,25 ml par animal, les deux porcelets de 
chaque groupe recevant ainsi 10—%®, 10—%6, 10—%°... cm® de sub- 
stance virulente. Les animaux ont été conservés pendant trente 
jours (voir tableau I). 

Nous avons obtenu DL50 = 10-5, 


Tasteau I. — Titrage du virus sur porcelet. Inoculation des animaux 
avec le premier passage sur culture cellulaire. 


Morts Vivants 
10716 2 0 


107726 2 0 


1 ig 


107796 


107526 


CULTURE DU VIRUS DE TESCHEN 585 


Comme au départ, la DL50 de substance nerveuse était 10—%% 
ef que celte substance nerveuse a été diluée au 1/100 lorsque nous 
avons introduit le milieu de culture dans les tubes, nous pouvons 
conclure que la DL50 a augmenté d’un logarithme, c’est-a-dire 
que le virus de Teschen s’est multiplié sur cellules rénales de 
porcelet. 


PouVoIR CYTOPATHOGENE DU VIRUS. 


Nous avons continué le passage du virus de Teschen sur les 
cultures de l’épithélium rénal de porcelet. Nous avons inoculé 


Fic. 2. — Méme culture de tissu infecté avec le virus de Teschen aprés 76 heures. 
Début de cytolyse (14° passage). 


0,3 ml de la suspension virulente non diluée, conservée 4 — 30° 
et rapidement décongelée sous l’eau du robinet juste avant |’ino- 
culation. Nous avons laissé le virus en contact avec les cellules 
pendant une heure. Aprés ce délai, nous avons introduit 2,7 ml 
de milieu de culture et placé les tubes dans un portoir a tubes 
roulants. 


Lors du deuxiéme passage, nous avons constaté que les cellules 
rénales de porcelet commengaient a dégénérer au bout de soixante- 
douze heures et étaient complétement lysées aprés quatre-vingt- 
seize heures. Le liquide a été récolté a4 ce moment et conservé 


586 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


y —30°. Nous avons fait un contréle hactériologique qui est 
resté négatif apres quinze jours d’observation. 

Nous avons effectué ensuite un troisiéme passage et nous avons 
constaté de nouveau l’apparition de l’effet cytopathogéne aprés 
soixante-douze heures et la lyse compléte a la quatre-vingt-seizieme 
heure. 

Au quatorzi¢me passage le virus conserve toujours son pouvow 
cytopathogéne pour les cellules rénales de porcelet. Cet effet 
apparait soixante-douze heures aprés l’inoculation et il est complet 


Fic. 3. — Méme culture infectée aprés 96 heures. Cytolyse totale. 


aprés qualre-vingt-seize heures. Nous récoltons toujours le virus 
aprés lyse compléte [quatre-vingt-seize heures] (voir fig. 2 et 3). 


TITRAGES COMPARATIFS DU VIRUS DE CULTURE SUR CELLULES RENALES 
ET SUR PORCELETS. 


Nous avons procédé au titrage du virus de culture sur les 
cellules rénales de porcelet, et, parallélement, nous avons inoculé, 
par voie cérébrale, des porcelets sevrés de 45 jours. 

Le virus a été dilué dans l’eau bidistillée de 10+ a 10—,. Nous 
avons inoculé 6 tubes par dilution 4 raison de 0,3 ml de suspen- 
sion virulente par tube. Nous avons laissé le virus en contact avec 
les cellules pendant une heure, puis nous avons introduit 2,7 ml 
de milieu. Les tubes inoculés ont été placés a l’étuve a 37° dans 
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un portoir a tubes roulants. La lecture a été faite quatre-vinet- 
seize heures aprés linoculation. 

Avec ces mémes dilutions, nous avons inoculé les porcelets 
«i raison d’un porcelet par dilution. Les animaux ont été conservés 
pendant trente jours. Pour éviter toute erreur, nous avons procédé 
a l’examen histologique des moelles et des bulbes des animaux 
paralysés (voir tableau II). 


Tasreau Il. — Titrage du virus sur tube et sur porcelet. 


2) Titrage sur_tubes 
morts vivants M 
tO-* 6 
NOs 
OKs 
102 
107 
TOs 


| - Virus de culture de 3éeme passage sur cellules rénales 


Nnoooo 


DL 


morts vivants 


0) 
10) 
0 
0 
1 
) 


morts 
6 


BA 


SA VA SA VAS! 


o 


DL 50 
(b) Epreuve_sur_porcelets 


morts vivants 
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En conclusion, il semble que le virus de Teschen cultivé sur 
cellules rénales de porcelet perde peu a peu sa virulence pour le 
systeéme nerveux central du porcelet, alors que son pouvoir patho- 
gene pour |’épithélium rénal se mainuient. Les travaux en cours 
nous fixeront sur ce point. Ils nous permettront en outre de savoir 
si, aux dilutions ot il est encore pathogéne en culture de tissus 
mais ow il ne l’est plus pour le porc, il immunise animal. 


SiRO-NEUTRALISATION DU VIRUS DE TESCHEN 
EN CULTURE DE TISSU RENAL. 


Pour vérifier la nature de l’agent responsable de Veffet cyto- 
pathogene, nous avons effectué une séro-neutralisation en tubes 
de culture. 

Nous avons mis 1 000 DLSO du virus de culture de cinquiéme 
passage en présence, d’une part, d’un ¢gal volume de différentes 
dilutions du sérum dun pore hyperimmunisé contre la maladie de 
Teschen et, d’autre part, en présence du méme volume de dilu- 
lions du sérum d’un jeune animal non vacciné, soit finalement 
500 DL50 de virus en présence des dilutions de chacun des deux 
sérums. 


Tasceau JIl. — Neutralisation du virus en culture par wun 
immunsérum spécifique. 


= 


- Sérum hyverinmuin 


Dilu- 
a aas 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096 1/8192 


SN aT eT a ey ya 


Cellules 
non dé- 
générées 


Cellules 
dégé- 
nérées 


Cellules 
' non dé= 
générées 


Cellules 
dégé- 
nérées 
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Nous avons laissé les sérums et le virus en contact pendant une 
eure a la température du laboratoire, puis nous avons inoculé 
des tubes de culture 4 raison de 3 par dilution. Les tubes ont 
élé placés a l’étuve 4 37° dans un portoir a tubes roulants (voir 
tableau IID). 


COMPORTEMENT DU VIRUS DE CULTURE 
REPASSE SUR CERVEAU DE PORCELET. 


Afin de savoir si le virus de Teschen passé sur cellules rénales 
de porcelet, pws inoculé au porcelet par voie intracérébrale, -pou- 
vailt A nouveau étre isolé en culture de tissu rénal et s’il conservait 
son pouvoir cytopathogéne, nous avons inoculé plusieurs porce- 
lets avec 0,25 ml de virus de culture non dilué, de quatriéme 
passage. Les porcs ont été sacrifiés A la période de paralysie 
compléte avec hyperthermie. Les centres nerveux ont été prélevés, 
broyés, dilués au 1/100 et mis en contact avec les cellules rénales 
de porcelet & raison de 0,3 ml de suspension virulente par tube 
de culture. L’incubation a été d’une heure a la température du 
laboratoire, puis nous avons introduit 2,7 ml de milieu par tube. 
Les tubes ont été mis a l’étuve a 37° dans un portoir a tubes 
roulants. 

Nous avons constaté que leffet cylopathogéne apparaissait 
seulement le cinquiéme jour et qu'il était complet le sixiéme jour. 
Nous avons fait un deuxiéme passage-de cette souche sur cellules 
rénales de porcelet ; effet cytopathogéne s’est manifesté au bout 
de quarante-huit heures, la lyse était compléte au bout de soixante- 
douze heures. Nous avons continué les passages de cette souche 
dite souche « 3780 »; nous en sommes actuellement arrivés au 
neuvieme passage. Nous l’avons titrée sur tubes de culture et 
avons vérifié son pouvoir pathogéne pour le porcelet par inocu- 
lation intracérébrale (voir tableau IV). 

Le pouvoir cytopathogéne se conserve aprés passage sur cer- 
veau de pore, mais son délai d’apparition parait étre plus long 
lors du premier passage. Le passage sur cerveau de pore parait 
relever la virulence de la souche de culture pour le porcelet. 

Le fait que le virus de Teschen est apte a se multipher sur 
cellules rénales de porcelet en culture permet d’envisager la pro- 
duction in vitro de grandes quantilés de matériel virulent en vue 
de la préparation d’un vaccin contre la maladie. D’autre part, 
le fait que le virus posséde un pouvoir cylopathogéne caractérisé 
pour les mémes cellules en culture rend possibles les titrages de 
virulence sans recourir 4 l’inoculation de porcelets et permet de 
procéder d’une maniére simple et rapide aux épreuves classiques 
de séro-neutralisation. 
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Tanreau IV, — Titrage du virus (souche 3780), 9° passage en culture 
de tissus, sur tube et sur porcelet. 


Titrage sur cellules rénales de porcelet de la 


souche 3780 de 9éme passage 

morts vivants vV 
10-1 6 ) 33 9) 100 % 
10-2 6 0 29 0 100 & | 
10-° 6 0 23 ) 100 ¢ | ff 
10-4 6 0 17 re) 100 % | 
To-> 6 0 11 ) 100 % | 
10-6 4 2 5 2 1 & | 
10-7 1 6 iL 7 125% 

DL 50 = 107-6; 


Epreuve sur porcelets 
Dose inoculée : 0,25 ml par voie intracérébrale 


morts 


vivants 


CoNCLUSIONS. 


Le virus de Teschen se multiplie in vitro sur les cellules épi- 
théliales de rein de pore cultivées en couche monocellulaire ; il 
est doué de pouvoir cytopathogene a Végard de ces cellules. 

Les passages alternés cerveau-cellules rénales en culture n’al- 
térent pas le pouvoir cytopathogéne et permettent de maintenir 
le pouvoir pathogéne du virus pour le porcelet. 


SUMMARY 


PROPAGATION oF TESCHEN DISEASE VIRUS IN MONOLAYER CULTURES 
OF SWINE EPITHELIAL KIDNEY TISSUE. 


The authors have realized the propagation of Teschen disease 
virus in monolayer cultures of swine epithelial kidney tissue. 
The virus exerts a cytopathogenic activity on these cultures. 
Alternate passages through brain and tissue cultures do not 
modify the cytopathogenicity for the cultures and allow to preserve 
the pathogenicity for young pigs. 
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Nous exprimons ici nos sincéres remerciements 4 M. le Vétéri- 
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APPORT DES METHODES IMMUNOLOGIQUES RECENTES 
AU PROBLEME 
DE L'IDENTIFICATION DU SANG HUMAIN 


par J.-M. FINE (*). 


(Institut Pasteur, 
Service de M. R. Dusarric bE LA RivibRe) 


INTRODUCTION. 


Les techniques immunologiques utilisées dans ]’expertise crimi- 
nologique pour déterminer |’origine humaine et animale de taches 
de sang ont pour base la spécificité antigénique des protéines 
sériques. 

On fait souvent appel a des réactions de précipitation antigéne- 
anticorps entre immunsérums précipitants antiprotéines humaines 
et les protéines de la tache suspecte. 

D’autres techniques font appel 4 nos connaissances actuelles 
des groupes sanguins chez homme. II est en effet possible de 
rechercher a quel groupe sanguin appartient une tache de sang, 
soit en recherchant les agglutinogénes érythrocytaires par leur 
pouvoir neutralisant sur des antisérums étalons, soit en identi- 
fiant les agglutinines sériques de la tache, si celles-ci subsistent, 
par agglutination de globules rouges dont les antigénes ont été 
aéterminés au préalable. 

Mais on ne doit faire appel a de telles méthodes que lorsque 
lorigine humaine de |’échantillon est entiérement démontrée. 

En effet, le sérum de nombreuses espéces animales contient 
non seulement des hétéroagglutinines actives sur tous les globules 
rouges humains, mais parfois aussi des agglutinines anti-A ou 
anti-B, de spécificité identique aux agglutinines anti-A et anti-B 
humaines. 

Les globules rouges de certains animaux possédent également 
des antigénes identiques aux agglutinogénes de groupes san- 
guins A et B. 

Le probleme se pose donc de disposer de techniques suffisam- 
ment précises, réalisables sur de faibles quantités de produit et 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1957. 
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permettant de faire la preuve de l’origine humaine d’un échan- 
tillon soumis a l’expertise. 

Nous avons comparé, dans ce travail, les valeurs respectives et 
les limites d’application de deux techniques récentes : 

1° L’inhibition de Vantiglobuline humaine ; 

2° La précipitation spécifique en milieu gélifié avec ou sans 
électrophorése préalable. 


I. — INHIBITION DE L’ANTIGLOBULINE HUMAINE. 


La réaction de Coombs dont le but est de déceler les anticorps 
incomplets fixés sur les globules rouges fait partie, actuellement, 
des techniques immunologiques usuelles. 

Cette réaction est basée sur le fait que certains anticorps incom- 
plets, en particulier les anticorps appartenant au systeme des 
groupes sanguins Rhesus, peuvent se fixer sur les globules rouges 
possédant lantigeéne correspondant sans entrainer l’agelutination 
de ceux-cl. 

Ces globules rouges « sensibilisés » par les globulines-anti- 
corps peuvent étre agglulinés par un sérum antiglobuline humaine 
(réaction globuline-antiglobuline). 

La dilution la plus faible d’un sérum antiglobuline humaine 
encore capable d’agglutiner des globules rouges_ sensibilisés 
représente le titre du sérum antiglobuline. 

Si Pon met en contact le sérum antiglobuline humaine avec un 
sérum humain ou une tache de sang humain, les globulines 
présentes neutralisent le sérum antiglobuline humaine et celui-ci 
nest plus capable d’agglutiner les hématies sensibilisées. 

Si le sérum antiglobuline humaine a été mis en contact avec 
le sérum d’une espéce animale quelconque contenant des globu- 
lines spécifiques de cette espéce, le sérum antiglobuline humaine 
est encore capable d’agglutiner les hématies sensibilisées. 

Cette technique d’inhibition de l’antiglobuline humaine expéri- 
mentée par Wiener [40] a été appliquée a l’étude des taches de 
sang par Allison et Morton [4] en 1953 puis par Anderson [2] en 
1954 et recommandée en médecine légale par Vacher, Sutton, 
Derobert et Moullec [9] d'une part, puis par Ruffié et Ducos [8] 
d’autre part. 

Le sérum, le sang total, le sang putréfié, ou le sang soumis 
a différents traitements (congélation, chauffage a différentes tem- 
pératures [56° A 100°]) entraine Vinhibition de l’antiglobuline 
humaine. 

Le support de la tache de sang n’influe pas sur la réaction 
qui est positive quelle que soit la nature du substrat (papier, 
verre, bois, tissus), alors que le substrat seul ne produit pas 
Vinhibition. 
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L’age de la tache de sang, par contre, a son importance. Plus 
la tache de sang est ancienne, plus le temps de contact avec 
Vantiglobuline doit étre prolongé (jusqu’a quarante-huit heures, 
pour une tache vieille de quatre ans. Ruffié et Ducos [8)). 

Nous avons étudié, dans ce travail, l’aspect théorique de la 
spécificilé de cette réaction, en particulier l’action inhibitrice de 
divers sérums animaux ou de différentes globulines sur des 
sérums antiglobuline humaine. 

Nous avons également recherché si l’espéce animale dont pro- 
vient le sérum antiglobuline joue un rdle dans ces phénoménes 
d’inhibition. 

Nous avons examiné les variations du titre agglutinant de 
sérums antiglobulines humaines d’origine différente (chévre AGH, 
cheval AGH, Japin AGH) mis en contact soit avec du sérum 
humain ou des y-globulines humaines, soit avee des sérums ani- 
maux ou des y-globulines animales. 


TEcHNIQUE. — 1° Préparation des globules rouges sensibilisés. — Nous 
avons utilisé dans nos expériences des globules rouges humains OCcDEe 
lavés en eau physiologique et sensibilisés par contact de trente minutes 
4 387°C avec un sérum anti-Rh G + D incomplet. Les globules rouges 
sensibilisés sont ensuite relavés quatre fois en cau physiologique et 
dilués 4 2 p. 100 (2 parties de culot globulaire, 98 parties d’eau physio- 
logique). 

2° Technique de la réaction. — Nous avons employé au cours de nos 
expériences une technique différente de celle décrite par Vacher et 
coll, [9] pour les taches de sang. 

Nous’ avons en effet préféré une réaction d ‘inhibition quantitative 
aux épreuves qualitatives décrites par ces auteurs. 

Cette technique est la suivante : 

a) On prépare une solution de globules rouges sensibilisés & 2 p. 100 
du culot globulaire ; 

b) On effectue le titrage de chaque sérum antiglobulinique étudié ; 

c) On pratique une épreuve d’inhibition. 

Chaque sérum animal employé comme antigtne dans l’étude du 
pouvoir inhibiteur sur l’antiglobuline humaine a été préalablement 
débarrassé de ses hétéroagglutinines naturelles anti-homme par absorp- 
tion, a l’aide de culot globulaire humain de groupe O (une partie de 
sérum plus une partie de globules rouges soigneusement lavés). 

On met en contact 1 ml de sérum antiglobulinique avec 1 ml d’anti- 
gene a étudier (sérum ou solution de globulines). 

On laisse le mélange 4 22° pendant trente minutes. 

On effectue le titrage de chaque mélange a l’aide de globules rouges 
sensibilisés. Pour ceci, on effectue, dans 12 tubes de Kahn, une dilu- 
tion de raison 2 en eau physiologique du mélange sous un volume 
de 0,5 ml. Dans chaque tube on ajoute 0,05 ml d’une suspension 
a 2 p. 100 de globules rouges sensibilisés. Aprés dix minutes de contact 
4 22° on centrifuge une minute 4 1000 t/min. On lit l’agglutination 
par agitalion des tubes sur un miroir concave. 
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Résuttats. — Les titres avant et aprés inhibition de V’anti- 
globuline figurent dans le tableau I. 


Tasteau J. — Inhibition de Vantiglobuline humaine. 
ss . 
TITRE AGGLUTINANT VIS A VIS DES e) 
; GLOBULES ROUGES SENSIBILISES 
SERUMS 
ANT|- GLOBULINES me 
Se 
: Bet ico u eee w 
HUMA INES ee ear i Sea oe 
time | 2 | nas fe ecilerics 
A.G.H a ls | G Ss sis Gis | G SHG | S) [s [s Ss Ss Ss 
CHEVRE AG.H | 1000 |«]o] 6 |512] < — 4000 : > 
+ + 
CHEVAL AG.H| 128 |o/o] o | 32] < 428 - a 
. i “ 
LAPIN AG.H 64 ONO or Wes = 64 > 
A. G. H. = Antiglobulines humaines; S. = Sérum; G. = Globulines. 


Nous avons étudié successivement l’action inhibitrice des sérums 
humains, de singe (chimpanzé, cynocéphale), de pore, de boeuf, 
de cheval, de mouton, de chévre, de chien, de lapin et de cobaye, 
et des globulines y d’homme, de porc, de beuf, de cheval et de 
mouton. 

L’inhibition de AGH, traduite par la disparition totale ou 
partielle du titre agglutinant du sérum antiglobuline, ne s‘est 
produite qu’avec le sérum humain et les sérums de singes. La 
spécificité de la réaction n’est done pas absolue et on ne peut 
distinguer l’origine humaine ou simiesque du sérum ou du sang 
etudié. 

Le sérum de chimpanzé produit, tout comme le sérum humain, 
une inhibition totale des trois sérums antiglobulines étudiés, ce 
qui confirme la constatation de Anderson [2] sur la communauté 
globulines humaines-globulines de chimpanzé. 

Le sérum de cynocéphale (Papio papio) donne une inhibition 
partielle assez importante avec le sérum AGH préparé chez le 
lapin et chez le cheval, alors qu’il ne donne qu’une trés faible: 
inhibition chez AGH préparé sur la chévre. 

L’inhibition partielle de ’ AGH par le sang de Macacus rhesus 
signalée par Wiener [10] ajoute un troisitme argument a ces 
parentés antigéniques. 

La constatation dune communaulé antigénique élroite existant 
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entre les glob ulines humaines et les globulines de certains singes 
ne revét qu’une importance théorique sous nos climats. Par contre, 
elle devient extrémement importante dans les problemes médico- 
légaux des régions dans lesquelles le singe est un animal trés 
répandu. 


Il. — Pr&cipITATION SPECIFIQUE EN MILIEU GELIFIS. 


Les réactions de précipitation spécifique en milieu gélifié, soit 
apres double diffusion (Ouchterlony [7], Kaminski 14, 5]), soit 
apres immuno- électrophorése (Grabar et Williams [8}), nous ont 
permis d’envisager les possibilités d’application de ces techniques 

Videntification de Vorigine spécifique d’un sang. 

La premiére de ces techniques présente l’intérét de permettre 
de dénombrer les différents systemes antigéne-anticorps réagis- 
sants et de constater visuellement les identités antigéniques ou 
les réactions croisées. La seconde permet également de dénom- 
brer les constituants d’un systeme complexe et, de plus, de classer 
les différentes protéines-antigénes selon leur migration électro- 
phorétique, ce qui facilite leur identification. 

Dans ce but, nous avons préparé une série d’antigénes consti- 
lués par des sérums humains, des sérums de différentes espéces 
animales (chimpanzé, cynocéphale, cheval, boeuf, mouton, cheévre, 
pore, chien, lapin et cobaye), ou par des y-globulines obtenues 
par précipitation par Valcool a froid et lyophilisées, des espéces 
suivantes : cheval, boeuf, mouton, chévre, pore, lapin. Aprés 
immunisation par des sérums ou ces y-globulines, nous avons 
obtenu un certain nombre d’immunsérums_ précipitants (cheval, 
chévre et lapin antisérums humains, lapins  antiglobulines 
humaines, chévre et lapin anti-y de cheval, chévre et lapin anti-y 
de mouton, chévre et lapin anti-y de pore). 

‘Les résultats théoriques de l'étude faite en précipitant respec- 
tivement 12 immunsérums anti-homme, anti-bceuf, anti-cheval, 
anti-pore, anti-mouton et anti-lapin, provenant de quatre espéces 
(cheval, mulet, chévre, lapin) avec 13 sérums provenant d’homme 
et 12 espéces animales s’échelonnant depuis le chimpanzé jus- 
qua la poule ont fait l’objet d’un mémoire trés deétaillé de 
M. Kaminski (6] (1). 

Nous n’ ener ici que les résultats susceptibles de montrer 
les difficultés et les causes d’erreurs de emploi des réactions 
de précipitation spécifique dans le domaine de la médecine légale. 

La figure 1 représente la précipitation par double diffusion de 


(1) Les expériences de diffusion en gélose et d’immuno-électrophoreése 
que nous discuterons dans ce paragraphe ont été effectuées sur nos 
immunsérums par M™ M. Kaminski du service de M. P. Grabar. Nous 


x 


tenons a la remercier vivement. 
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Fic. 1. — Réactions de précipitalion par double diffusion en gélose. — On note 

les différentes réactions croisées entre trois sérums anti-sérums humains et diffé- 

rents sérums animaux. Les communautés antigéniques sont  particuliérement 
nettes entre le sérum humain et le sérum de chimpanzé. 
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10 sérums avec 3 immunsérums anti-humains. Le fait frappant 
qui s’en dégage est la parfaite identité par rapport aux trois 
immunsérums, des sérums d’homme et de chimpanzé, Le nombre 
de lignes visibles, en général, est le plus élevé pour l’immunsérum 
de cheval antisérum humain total et le moins élevé pour l’immun- 
sérum de chévre anti-y-globuline humaine. Nous voyons également 
que tous les sérums des animaux essayés réagissent avec des 
immunsérums anti-humains sauf dans le cas d’immunsérum de 
chévre, ceux de beeufs et de mouton dont la parenté avec la chévre 
est assez proche. Cependant, il est important de remarquer que 
les réactions des sérums d’homme et de chimpanzé sont qualita- 
tivement de beaucoup les plus importantes. 

Cette technique montre bien les relations immunologiques de 
certains constituants sériques ; ainsi les lignes correspondant aux 
albumines (ligne située le plus loin du réservoir d’antigéne) de 
mouton et de boeuf par rapport 4 ’immunsérum de cheval s’entre- 
croisent tandis que celles du cobaye et du lapin indiquent, en se 
réunissant, Videntité antigénique. 

On peut voir de méme qu’entre les constituants du sérum de 
pore et ceux de chévre et de mouton, il existe une certaine diffé- 
rence, alors que la plupart des lignes formées respectivement par 
les sérums de chimpanzé et de boeuf et ceux de l’homme et du 
cobaye se croisent, indiquant ainsi absence de parenté immuno- 
logique des constituants correspondants. 

Des études plus détaillées [6] ont montré que le nombre des 
réactions croisées entre les sérums de divers mammiféres est trés 
élevé, mais que la précipitation la plus marquée se produit prati- 
quement toujours pour le sérum homologue ainsi que ceux des 
espéces apparentées (méme famille ou ordre). 

Les résultats d'une comparaison par immuno-élecltrophorése des 
sérums d’homme, chimpanzé et cynocéphale, par rapport aux 
quatre immunsérums antisérums humains, montrent une simili- 
tude frappante. Ainsi, non seulement les propriétés immunolo- 
giques (résultats précédents) mais aussi la migration électropho- 
rétique des constituants de ces trois sérums sont extrémement 
rapprochées. 

Le tableau II résume une partie des réactions croisées étudiées 
(pour les détails se rapporter a [6}). 

On constate que le nombre de constituants sériques précipitant 
avec le sérum antisérum humain est nettement plus faible dans le 
cas d’animaux divers que dans celui du sérum humain ainsi que 
des sérums de singes. 

En ce qui concerne la comparaison des divers immunsérums 
entre eux, on peut dire que plus un immunsérum forme de lignes 


dans la réaction homologue, plus il donnera des réactions croisées 
avec les sérums hétérologues. 
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Tasreau UH. — Identification par immuno- -électrophorése des cons- 
tituants sériques responsables des réactions croisées en double 
diffusion en gélose. 
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P. G. = Précipitation aprés diffusion en gélose ; Im. E. = Immuno-électrophorése ; 
S. = Sérum; G. = Globulines. 


De plus, il y a des différences qualitatives sensibles suivant 
lespéce de Vanimal donneur d’immunsérum [6]. 

Les immunsérums anti-y-globulines de cheval, porc, mouton 
donnent généralement avec des sérum d’homme ou chimpanzé 
des réactions faibles ou négatives. 

Remarquons dans quelques cas un désaccord apparent entre les 
résultats de la précipilation par double diffusion et ceux de 
Vimmuno-électrophorése. Ceci vient du fait que les premiers sont 
relevés entre le deuxiéme et le cinquiéme jour de l’évolution de 
la plaque, tandis que les plaques d’immuno-électrophorése sont 
souvent laissées quinze jours; ainsi les constituants présents en 
faibles quantités ou diffusant lentement ont le temps de se mani- 
fester, 


Discussion. 


Les faits que nous venons de rapporter ont principalement une 
valeur théorique. Pour étre applicables en médecine légale, les 
techniques utilisées sont 4 la fois trop précises et trop complexes. 
La précipitation en milieu gélifié est certainement la plus utile 
des deux en pratique courante. Elle permet d’identifier d’une 
facon sire, par comparaison avec un sérum témoin, un sérum 
supposé humain, d’aprés la précipitation simple avec un 
sérum anti-humain. Si les lignes formées par les deux antigénes 
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se rejoignent, il s’agit d’un sérum humain (ou simien), si, par 
contre, certaines d’entre elles forment des « becs » ou méme ne 
se rejoignent pas du tout, il ne s’agit pas d’un sérum human. 

En ce qui concerne la speaificiie de ces réactions, nous avons 
vu qu'elle dépend de Vimmunsérum, comme d’ailleurs toutes les 
techniques basées sur la précipitation spécifique. 

La possibilité d’une réaction croisée existe toujours, mais il y a 
plusieurs moyens soit de l’éviter, soit de s’en rendre compte. 
En premier lieu, on peut absorber un immunsérum avec des 
sérums hétérologues. Ce procédé a des chances de bien réussir 
pour les sérums des espéces éloignées de homme du point de 
vue zoologique ; il est inutile de l’appliquer dans le cas des 
singes dont les sérums absorberaient vraisemblablement la presque 
totalité des anticorps. Dans ces cas il n’y a que Vimmuno-électro- 
phorése qui peut, en étudiant des petites différences qualitatives 
(par exemple présence d’une 6 plus lente chez le chimpanzé ou 
la faible proportion des y chez le cynocephale |6}), aider 4 Viden- 
tification. 

De plus, on peut faire une épreuve inverse et essayer le sérum 
supposé humain avec des immunsérums antisérums animaux. 
Cetle épreuve est pratiquement toujours négative [6]. 

Dans certains cas, méme sil y a similitude immunologique, 
on peut constater par immuno-électrophorése des différences de 
mobilité électrophorétique. 


CONCLUSIONS. 


I] ressort de cette étude que la méthode d’inhibition de Viant- 
globuline humaine, dans le domaine de la médecine légale, se 
révele beaucoup plus simple et beaucoup plus spécifique que les 
réactions de précipitaiion antigéne-anticorps en milieu gélifié. Ces 
dernieres, par leur capacité a dénombrer parmi les protéines 
plasmatiques des différences antigéniques, mettent en évidence les 
antigénes communs d’un grand nombre de protéines animales ct 
des protéines humaines. 

La réaction d’inhibition de Vantiglobuline humaine, par contre, 
ne relrouve ces communautés que lorsque celles-ci relévent d’une 
similitude trés grande de tous les constituants plasmatiques comme 
c’est le cas pour le chimpanzé et d’homme. 

Cetie communaulé ctroite apporte done un caractére restrictif 
& la spécificité de cette réaction. 

Cependant, et malgré l’exception dont nous venons de parler, 
cetle technique semble, 4 VPheure actuelle, la méthode la plus 
sire pour V'identification médico-légale de Vorigine humaine des 
taches de sang. 
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SUMMARY 


[cP FECTIVENESS OF THE RECENT IMMUNOLOGICAL METHODS 
FOR THE IDENTIFICATION OF HUMAN BLOOD. 


In forensic medicine the technique of human antiglobulin inhi- 
bition is much easier and more specific than antigen-antibody 
precipitation reactions in agar-gel medium. These last reactions 
demonstrate antigens common to a great number of animal and 
human protems. The human antiglobulin inhibition test demon- 
strates these common antigens only when they originate from 
nearly related species, e.g. man and chimpanzee. This close 
community somewhat reduces the specificity of the reaction. 
However, this technique seems to be nowadays the most accurate 
method for identification of human blood stains in forensic 
medicine. 
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ETUDE DE L’ACTIVITE 
IMMUNOLOGIQUE ET PHYSIOLOGIQUE 
DES EXTRAITS DE PHASEOLUS VULGARIS 


par M. SAINT-PAUL, F,. DAOULAS-LE BOURDELLES et J. JACOB (*). 


(Institut Pasteur [Service R. Dusarric pe LA Rivizre ef 
Laboratoire de Pharmacologie, Service de Chimie thérapeutique)) 


On sait, depuis la fin du xrx® siécle, que les extraits aqueux de 
certaines plantes agglutinent les érythrocytes de homme et des 
animaux. Ces hémagelutinines végétales ou « phyto-agglutinines » 
existent chez de nombreuses espéeces végétales et notamment 
dans les graines des légumineuses. 

Il en est qui sont spécifiques de certains antigenes de groupes 
sanguins A, B, H, N, etc., et, pour cette raison, Boyd leur 
donné le nom de lectines, du latin legere, choisir. 

Boyd a étudié les propriétés physico-chimiques et immunolo- 
giques de la lectine de la graine de Phaseolus limensis. 

R. Dujarric de la Riviére et son école se sont particuliérement 
attachés a l’étude de hémagglutinine des graines de Phaseolus 
vulgaris. Nous avons montré, par la méthode de précipitation 
antigéne-anticorps en milieu gélosé, que les extraits aqueux 
contenant cette agglutinine sont antigéniques, et par les méthodes 
sérologiques que cette phyto-agglulinine, sans étre spécifique d’un 
agglutinogéne érythrocytaire ou d’une espéce animale, a la 
propriété d’agglutiner les érythrocytes a des taux parfois trés 
caractéristiques pour lespéce animale dont proviennent ces 
érythrocytes. 

L’étude par l’électrophorése sur papier montre que c’est une 
globuline hétérogéne, donnant une réaction PAS posilive. Elle 
résiste forterment. a la dénaturation chimique. 

Cependant, la plupart des travaux publiés sur ’hémagelutinine 
de Phaseolus vulgaris ont été effectués avec l’extrait aqueux brut 
et non avec la phyto-agglutinine purifiée. On sait trés peu de 
chose sur les propriétés physiologiques de l’agglutinine contenue 
dans les extraits aqueux ou isolés, et purifiée. Notre travail a 
done eu un double but 

a) Rechercher si, dans les expériences d’immunisation de 


(*) Manuscrit recu le 5 juin 1957. 
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‘animal avec des extraits aqueux, ’hémageglutinine joue un role 
comme substance antigénique et, dans laffirmative, quelle est 
importance qu’on pourrait lui attribuer dans l'ensemble du pro- 
cessus antigénique. En utilisant la méthode d’Ouchterlony, des 
serums préparés contre des extraits aqueux bruts, de la phyto- 
agglutinine purifiée de diverses maniéres, et des extraits alcoo- 
liques ne la contenant pas, nous avons recherché si l’hémagglu- 
tine peut ¢éire considérée comme la substance principale 
concourant a l’immunisation de |’animal. 

b) Préciser quelle est l’action physiologique de l’extrait aqueux 
sur l’intestin isolé de lapin et de cobaye. ‘L’ayant constaté, nous 
avons cherché si elle est due & Vhémagglutinine présente dans 
Vextrait, ou & une autre substance. 


Technique d’étude. 
PREPARATION DES EXTRAITS 


Nous avons préparé divers extraits : 1° aqueuz, utilisés tels quels ou 
aprés lyophilisation et redissolution dans de l’eau distillée ou du liquide 
physiologique de Locke glucosé; ou aprés dialyse contre de l’eau 
distillée ou du liquide de Locke glucosé; ou apres calcination ; 
2° acétoniques, & partir de farine de haricot ; 3° alcooliques et acéto- 
niques, a partir d’extraits aqueux lyophilisés. Nous avons aussi utilisé 
des globulines. 

Les extraits aqueux de Phaseolus vulgaris (flageolet vert) ont été pré- 
parés en mélangeant de la farine de graines avec de l’eau salée a 
8,5 p. 1000 (1 kg de farine pour 5 1), et en laissant 4 la température 
de +4° C pendant une nuit. Aprés essorage, on recueille 4 | d’extrait 
liquide, car il y a une rétention de liquide dans Ja masse de la farine. 
Cet extrait a été utilisé tel quel et aussi aprés dessiccation par le froid 
sous vide (lyophilisation) et reprise par de l’eau distillée. Le pH final 
est de 6. 1 ml d’extrait liquide provenant de 0,25 g de farine de haricot 
fournit, apres lyophilisation, 30 mg de poudre. 

Certains extraits concentrés ont été préparés en mélangeant 1 kg 
de farine avec 2 1 d’eau. 

Des extraits aqueux lyophilisés, remis en suspension dans de l’eau 
distillée, & raison de 100 mg/ml, ont été dialysés contre de l’eau 
distillée ou du liquide de Locke glucosé. Ces dialyses ont été effectuées 
dans des boyaux « Visking corp. » U.S.A. a +4°C pendant trente- 
six heures, sous courant continu de liquide, ou en changeant le liquide 
de dialyse cing ou six fois. Le pH est de 6. On utilise comme témoins 
des extraits aqueux non dialysés, dont la concentration est ajustée en 
tenant compte de la dilution qui s’effectue au cours de la dialyse. 

De l’extrait aqueux lyophilisé a été calciné : 4 partir de 5 g de poudre 
d’extrait, on a recueilli 2,290 g de résidu qui a été ensuite broyé au 
mortier et repris dans du liquide de Locke glucosé pour étudier son 
action sur l’intestin isolé. 1 g d’extrait calciné correspond 4 9,45 ¢ de 
haricot. Le pH est de 8. 
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Des exrtrails acéloniques ont été préparés da partir de farine de haricot 
(i kg de farine pour 1 kg d’acétone). L’extrait a été distillé sous vide 
(60-70 mm de Hg) & 45-48° C. Une partie en a été distillée jusqu’a ce 
qu'il ne reste qu’un résidu liquide qui, apres centrifugation, s’est 
partagé en trois couches : une couche supérieure vert foncé, huileuse, 
contenant la chlorophylle ; une couche intermédiaire, liquide vert clair 
opaque ; une couche inférieure, pulvérulente, blanchatre. L’autre partie 
a 6té distillée jusqu’A dessiccation et reprise par de leau_ distillée. 

Pour une autre série d’expériences, des extraits aqueux lyophilisés 
ont été repris avec de Vacétone ou de lalcool absolu. Pour cela, on 
a mélangé, d’une part, 25 g d’extrait aqueux lyophilisé avec 1 | 
d’acétone et, d’autre part, une méme quantilé de ce produit avec 
11 d’alcool. Apres contact, pendant quatre heures, avec agitation répétée 
puis filtration sur papier pour Vacétone, ou centrifugation pour l’alcool, 
on a distillé sous vide de 60-70 mm de Hg, a 35-40° C. Le résidu a été 
repris dans 10 ml d’eau distillée. 1 ml de ces suspensions représentait 
2,5 2 d’extrait aqueux lyophilisé. Dans les deux cas, on a obtenu un 
liquide jaune doré, opaque, qui n’agglutinait ni les érythrocytes 
d’homme ni les érythrocytes de mouton. 

Des globulines ont été préparées a partir de ]’extrait liquide brut ou 
traité par la papaine, en utilisant la méthode mise au point par Nichol 
el Deutsch pour Ja préparation des globulines animales. Le pH est 
de 6. 


TITRAGE DES HEMAGGLUTININES 


Nous avons utilisé la méthode que nous employons habituellement : 
4 une dilution, en proportion géométrique de raison 2, en eau physio- 
logique sous un yolume de 0,2 ml de la solution a étudier, on ajoute 
I goutte de globules rouges 4 2 p. 100 et on centrifuge trois minutes 
a 1500 tours/mn. La lecture est faite au miroir concave. 

Nous avons fait deux séries d’expériences, utilisant dans l'une des 
globules rouges d’homme O Rh positif et, dans lautre, les érythrocytes 
de nombreuses espéces animales : boeuf, cheval, mouton, chévre, poulet, 
pigeon, lapin, chimpanzé, cynocéphale, chien, cobaye, vipere. Les 
résultats ont élé exprimés par le titre de dilution du sérum contenu 
dans Je dernier tube ot une agglutination a été observée. 


PRECIPITATION ANTIGENE-ANTICORPS 
EN MILIEU GELOSE 


Nous avons utilisé la méthode d’Ouchterlony. Dans une boite de 
Petri dans laquelle on a coulé de la gélose } 2 p. 100 A l'eau physio- 
logique, on ménage, en utilisant un emporte-piéce spécial, plusieurs 
petites cupules arrondies d’un diamétre de 1 cm et situées A 1 cm 
les unes des autres. On verse, dans les unes, une solution aqueuse de 
Vantigéne et, dans celles qui leur sont immédiatement adjacentes, du 
sérum a étudier. Les solutions diffusent immédiatement dans la gélose 
i la rencontre les unes des autres et, lorsqu’elles se rencontrent, un 
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précipité antigéne-anticorps se produit, visible sous forme de trait. 
Fn cas de communautés antigéniques, des lignes dues & deux ou plu- 
sieurs antigénes différents, déposés chacun dans une cupule, se 
rejoignent. 

Nous avons utilisé comme immunsérums, dix sérums de lapin aux- 
quels on avait injecté pour les immuniser respectivement par groupes 
de deux de l’extrait brut, de l’extrait dialysé, des globulines préparées ° 
avec ou sans papainisation de l’extrait et de l’extrait alcoolique évaporé 
par distillation. Ces cing substances ont été utilisées comme antigénes. 


METHODE PHYSIOLOGIQUE 


Sur les animaux (lapin et cobaye) saignés, on a prélevé, 4 80 cm du 
pylore, une portion d’environ 45 cm de jéjunum. Des fragments de 
8 a2 10 cm ont éé placés dans des bains de 40 ml, contenant un liquide 
physiologique de composition suivante : 

a) Pour le cobaye, liquide de Webster : 


TINA Crs Persea ateee ecscnne reeves leqap eaaars waoycare Sere Toes eT Seer ete nt ar evaes este 100 ml 
CLS Wes fil ire tear avec aperete ahora reas castes saeesicteds erences eet en eects 10 ml 
Gi Care He Om Gs oil pit ae nenerss seve sober aa vines oe eerste 10 ml 
GU Mica Oe Os LIN Srerenicrcrave ) oreteceteloG oxsiorale texas HEaae © feutnet son NaHS laste 10 ml 
Bianigp distillSem cppeSan Pee ainaclaxciocle oerareteres eusle doles ators woroscior hetichc hovers it il 


b) Pour le lapin, liquide de Locke glucosé : 


GLINeats “GOI oe | Moers oe fone vaste oie avers serves even oiele a ofe enetn (errant ieloyeuateyerere eve 100 ml 
GUNS 22 Gill SécuoouoneonsdeeosessoussuasngocuodosensocooaT 10 ml 
GliGanee2 LOY 29 Gar eile re ntact anche siaye sey aban stash 10 ml 
lO SINE UWS) ayy | Seen abwono connec cre esedon dard sopoeucssence 10: ml 
GLUCOSE PUT’ Roar repeta cn Siotepert ceedeimuedees hata orees Sade neko icistets dese ial ms!) ans Ih es, 
Ra wsdistillée: cis pasengenaeaasuncvueroie rent ietkm hone trtanies. on erer ar eal 


La température des bains a été maintenue & 37°C dans les expé- 
riences faites avec l’intestin de cobaye et A 88°C dans celles faites 
avec lintestin de lapin. Dans la plupart des cas, surtout quand nous 
ajoutions des doses relativement importantes, les produits ajoutés ont 
été maintenus préalablement au bain-marie pour étre exactement & la 
méme température que les intestins. La substance 4 étudier était 
injectée dans le bain et laissée pendant vingt minutes au contact de 
Vorgane. L’oxygénation se faisail par barbotage d’air comprimé. Le 
lavage de l’organe se faisait, par trop-plein, avec une quantité abon- 
dante de liquide. Les contractions ont été enregistrées avec un levier 
isotonique a inscription frontale (amplification : environ 2). 


Résultats. 
ETUDE IMMUNOLOGIQUE 


1° TiTRAGE DES HEMAGGLUTININES. — Nous avons titré les hémag- 
elutinines des extraits de Phaseolus vulgaris et des immunsérums 
correspondants, vis-a-vis des érythrocytes d’homme et de diffé- 
rents animaux. 
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a) Extraits de Phaseolus vulgaris. — Les ttres oblenus vis- 
avis de Vhomme O Rh+ ou A ont été les suivants : 

Extrait aqueux brut liquide : 1/2 000; lyophilisé : 1/1 000. 

Extrait aqueux dialysé : 1/4 000. 

Globulines brutes : 1/8 000. 

Globulines papainées : 1/2 000. 

Les extraits aqueux lyophilisés, repris par l’alcool ou l’acétone, 
puis évaporés et repris dans l’eau physiologique, sont, de meme 
que extrait calciné ou l’extrait alcoolique préparé directement 
4 partir du haricot, dépourvus de pouvoir agglutinant pour les 
érythrocytes d’homme et de mouton. 

Ces réactions ont été faites avec des extraits reconstitués a la 
dose de 20 mg/ml. On constate done que la dialyse et la concen- 
tration de la fraction globulinique permettent de concentrer un peu 
VPhémageglutinine. 

Nous avons essayé ces divers extraits sur des érythrocytes 
danimaux différents : boeuf, cheval, mouton, chévre, poulet, 
pigeon, lapin, chimpanzé, cynocéphale, chien, cobaye, vipére, et 
nous avons confirmé nos précédentes études. 

Les différentes espéces peuvent, en effet, se classer en plusieurs 
groupes, suivant l’agglutinabilté de leurs érythrocytes par les 
extraits aqueux de Phaseolus vulgaris. 

On peut done ainsi distinguer les érythrocytes en : non agglu- 
tmables : une grande partie de l’espéce bovine ; faiblement agglu- 
linables : grenouille, vipére, quelques chévres (1/2 4 1/32) ; moyen- 
nement agglutinables : homme, singe, mouton, chien, chévre, 
poulet (1/128 a 1/2 000) ; fortement agglutinables : pigeon, cobaye 
(1/4 000) ; trés fortement agglutinables : cheval (1/8 000 a 1/32 000). 

b) Immunsérums. —- La recherche du titre d’agglutinine anti- 
érythrocytes @homme et de mouton dans des sérums immuns de 
lapin anti-extrait de Phaseolus vulgaris et quelques sérums de 
lapins normaux montre des titres trés faibles de 1/2 4 1/82, sauf 
pour un des sérums normaux, ot le titre anti-érythrocytes 
@homme était de 1/128. L’immunisation avec ces extraits végé- 
taux ne semble done pas augmenter le titre anti-érythrocytes. 


2° PRECIPITATION ANTIGENE-ANTICORPS EN MILIEU G&LOSE. — Nous 
avons fait réagir chacune des cing substances vis-a-vis de tous 
les sérums immuns et utilisé comme témoins des sérums de lapins 
normaux (extrait aqueux brut, extrait aqueux dialysé, globulines 
brutes, globulines papainées, extrait alcoolique). 

Chacune des quatre premiéres préparations réagit vis-a-vis des 
sérums préparés contre elle ou contre lune des trois autres. 
C’est-a-dire que l’un quelconque des sérums préparés contre lun 
ou l'autre de ces extraits de Phaseolus vulgaris (extrait brut ou 
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dialysé, globulines papainées ou non) réagit contre ces quatre 
extraits. 

De plus, pour toutes les réactions antigénes-anticorps juxta- 
posées sur la plage de gélose, nous avons obtenu des lignes de 
precipitation communes. Par contre, on n’a pas obtenu de ligne 


commune en juxtaposant une réaction sérum anti-globuline de 


Fic. 1. — Activité immunologique de lhémagglutinine de Phaseolus vulgaris. 

Méthode d’Ouchterlony: 1 et 9, Sérum de lapin anti-extrait aqueux lyophilisé ; 

3 et 7, Sérum de lapin anti-extrait alcoolique évaporé ; 5, Sérum de lapin normal ; 

2, Extrait aqueux lyophilisé (1) ; 6, Extrait aqueux lyophilisé et dialysé ; 8, Globu- 

lines préparées 4 partir de (1); 4, Globulines de méme origine, procédé avec 
papainisation. 


haricot-haricot et des sérums de chévre, ane et cheval anti-globu- 
line humaine. Nous publierons séparément étude immunologique 
plus complete de V’hémagglutinine de Phaseolus vulgaris. 

Les sérums d’animaux ayant recu des injections répélées 
d’extrait alcoolique, mis en présence de cet extrait, ne réagissent 
pas avec lui. Par contre, ils réagissent, trés faiblement (voir fig. 1), 
avec les antigénes globuliniques et extrait aqueux dialysé dont 
on sait la teneur élevée en phyto-agglutinine. On peut supposer 
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que cette réaction est due a de l’hémagglutinine contenue a Vétat 
d’impuretés dans extrait alcoolique. Nous reviendrons sur ce 
point dans la discussion. 

Du point de vue immunologique, on peut arriver a cette conclu- 
sion, que les réactions antigénes-anticorps montrent que la partie 
essentielle de l’activité antigénique des extraits aqueux de haricot 
réside dans la fraction globulinique. Cette fraction, qui se com- 
porte, ainsi que nous l’avons constaté lors d’une ¢tude chimique 
et électrophorétique antéricure, comme une globuline hétérogeéne, 
est également, du point de vue sérologique, le support principal, 
sinon unique, de l’activité hémagglutinante. Elle est immunologi- 
quement différente des g!obulines humaines et animales. 


ETUDE PHYSIOLOGIQUE 


1° InrESTIN DE coBAyE. — a) Extrait aqueux liquide. — ‘Les 
doses utilisées ont été de 0,1, 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 8 ml. L’effet 
caractéristique est constant et s’observe a partir de 2 ml et est 
irés net pour des doses égales et supérieures 4 3 ml (correspon- 
dant au moins a 0,75 g de haricot). Il consiste en une dépression 
qui se maintient pendant trois 4 cing minutes et rélrocéde lente- 
ment, le retour a la normale s’effectuant en environ quinze 
minutes. Cette dépression peut étre précédée d’une contraction 
bréve et suivie d’une contraction modérée et durable, et ces deux 
phénomeénes de stimulation sont inconstants (fig. 2). 


b) Extrait aqueux lyophilisé. — Des doses allant de 0,01 a 
300 mg (0,01, 0,1, 1, 2, 5, 10, 20, 25, 50, 70, 100, 200, 300 mg) 
ont été utilisées. Elles avaient été mises en suspension dans un 
volume de 1 ml d’eau distillée. On a obtenu le méme effet carac- 
\éristique qu’avec les extraits aqueux liquides. I] est modéré pour 
25 et 50 mg, devient trés net pour 70 mg (soit 2,33 ml d’extrait 
liquide) et plus. 

Pour l’extrait aqueux lyophilisé comme pour l’extrait aqueux 
liquide, l’action se situe done a des doses correspondant a 0,75 
« 0,80 g de haricot. 


c) Extraits aqueux dialysés. — Des extraits aqueux, dialysés 
contre de l’eau distillée, ont été utilisés a des doses de 2, 4, 6 
ef 8 ml, correspondant a 1, 2, 3, 4 ml d’extrait aqueux initial. 
Ikn aucun cas on n’a obtenu le relachement du tonus intestinal 
que fournit Pextrait non dialysé. Incidemment, on a observé une 
contraction initiale trés faible, et, dans un cas, une contraction 
tardive isolée. La disparition de l’effet de dépression n’est pas 
da a la dilution, car des témoins dilués dans les mémes propor- 
tions restent efficaces. 
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d) Extraits acétoniques. — Nous avons utilisé plusieurs de ces 
extraits. Ils semblent dépourvus d’action sur lintestin isolé de 
cobaye. 


Un extrait acétonique total évaporé a sec et repris dans Veau 
distillée a été utilisé sous un volume de 0,1 et 1 ml (correspon- 
dant 4 1 et 10 g de haricot). 

Un autre extrait, évaporé jusqu’éa ce qu’il ne reste qu’un peu 
de liquide, s’est partagé en trois couches. La couche chlorophyl- 
lienne supérieure a été employée a des doses de 0,1 et 0,5 ml 
correspondant 4 10 et 50 g de haricot. La couche moyenne a été 
employée a des doses allant de 0,001 4 1 ml (0,1 a 100 g de 
haricot) et la couche pulvérulente inférieure reprise dans de eau 
distillée, A doses de 0,1 et 1 ml (correspondant a 1 et 10 g de 
haricot). 

Signalons toutefois qu’un troisiéme extrait acétonique total, 
employé a des doses de 1, 2 et 4 ml correspondant a 2,5, 5 et 
10 ml] d’extrait liquide, a provoqué une dépression trés modérée 
dans deux expériences. 


e) Extrait lyophilisé calciné. — L’extrait lyophilisé calciné, 
employé a la dose de 200 mg (provenant de 436 mg d’extrait 
lyophilisé) dans 2 ml de liquide de Webster, provoque une 
contracture progressive de l’intestin, sans diminution préalable du 
tonus. 

Remarquons que le chlorure de polassium, en solution dans 
eau distillée, a été utilisé a titre de témoin, a des doses de 1, 
10 et 100 mg répétées, sous un volume de 1 ml. Avec 1 et 10 mg, 
on n’observe aucun effet. Avec 100 mg, on observe seulement 
une contraction intestinale immédiate, rapide et fugace, avec 
phénoméne de tachyphylaxie. Dans un seul cas, il y a eu une 
deuxléme contraction retardée. Jamais le chlorure de potassium 
n’a provoqué de dépression du tonus intestinal. 

Le chlorure de sodium, en solution a 90 g/l dans l’eau distillée, 
sous un volume de 1 ml, et le chlorure de magnésium en solution 
4 100 g/l dans Peau distillée, sous un volume de 0,5 et 1 ml, 
ne provoquent pas non plus d’effet comparable a celui des extraits 
végétaux, le NaCl étant constamment inactif, et le MgCl, donnant 
une dépression inconstante du tonus intestinal. 


!) Globulines. — Les globulines de Phaseolus vulgaris, conte- 
nant la phyto-agglutinine, sont dépourvues d’action sur l’intestin 
de cobaye, a des doses de 2, 20 et 200 mg. 


2° InresTIN DE Lapin. — Dans cette série d’expériences, nous 
avons utilisé des extraits aqueux lyophilisés reconstitués dans de 
eau distillée ou du liquide de Locke glucosé. Ils ont été employés 
tels quels, ainsi qu’aprés dialyse, chauffage, et nouvelle extraction 
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par l’acétone ou Valcool, et aprés calcination. Nous avons aussi 
utilisé des globulines. 


a) Extraits aqueux lyophilisés. — Ces extraits ont été reconsti- 
tués avec de Veau distillée. L’effet caractéristique a été obtenu 
avec des doses de 200 mg et plus d’extrait lyophilisé. I] consiste 
en une dépression du tonus intestinal et une diminution trés 
importante des mouvements pendulaires, persistant jusqu’au 
lavage effectué aprés trente minutes et disparaissant aprés lui. 
Cet effet a été obtenu avec des doses de 200 a 400 mg sous un 
volume de 2 a 4,5 ml (fig. 3). Il a été retrouvé semblable en 
reconstituant la poudre d’extrait lyophilisé non dans de lean 
distillée mais dans du liquide de Locke glucosé. 

Dans un certain nombre d’expériences, on observe, immédia- 
tement aprés adjonction du produit, une contraction bréve qui 
précéde la dépression. 

Pour des doses inférieures, comprises entre 80 et 130 mg, soit 
80, 100 et 130 mg, sous un volume de 1 et 1,3 ml respectivement, 
on observe Jes mémes effets, mais trés affaiblis. Pour des doses 
encore plus faibles, de 0,01, 1, 10 et 30 mg, sous un volume de 
1 ml, on n’observe aucun effet. 


b) Extraits aqueux dialysés. — Apres dialyse contre de l’eau 
distillée, 4 des doses correspondant a 319, 400 et 416 mg d’extrait 
lyophilisé, sous un volume de 5,4, 6,7 et 8 ml respectivement, on 
constate une contracture qui rétrocéde lentement. Cet effet, opposé 
& celui obtenu avec l’extrait aqueux, est lié essentiellement a 
Vhypotonie du liquide, car un phénoméne semblable est réalisé 
lorsqu’on ajoute, au leu d’extrait dialysé, des volumes compa- 
rables d’eau distillée (4 4 7 ml). 1 4 2 ml d’eau distillée n’ont 
pas d’action. 

Aprés dialyse contre du liquide de Locke glucosé, 400 mg 
d’extrait, sous un volume de 5,4 ml, n’ont aucun effet, alors que 
le témoin non dialysé, administré 4 une dilution identique, relache 
Vintestin (fig. 5). 


c) Extraits aqueux chauffés. — Les extraits aqueux lyophilisés 
et reconstitués dans de J’eau distillée ont été chauffés a 50° ou 
100° C pendant trente minutes; on retrouve activité dépressive 
sur le tonus intestinal et les mouvements pendulaires, 4 des doses 
identiques a celles de |’extrait non chauffé. 


d) Extraits aqueux lyophilisés repris par Vacélone ou Valcool. 
-— L’extrait acétonique de poudre a été utilisé a dose de 0,1 ct 
1 ml (correspondant a 0,25 et 2,5 g d’extrait aqueux lyophilisé). 
Il n’a pas d’action sur l’intestin. 

L’extrait alcoolique de poudre a été utilisé 4 des doses de 0,1, 
0,2, 0,5, 1 et 2 ml (correspondant a 0,25 4 5 g d’extrait aqueux 
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lyophilisé). Dépourvu d’action au-dessous de 1 ml, il donne, pour 
1 et 2 ml, un effet caractéristique dépressif sur le tonus intestinal 
et les mouvements pendulaires. 

Cet effet n’est pas da a l’hypotonie du milieu, puisque, comme 
nous l’avons vu plus haut, des quantités de 1 4 2 ml d’eau distillée 
r’ont, a elles seules, pas d’action sur l’intestin isolé. Comme 1 ml 
d’extrait correspond a 2,5 g de poudre lyophilisée, on voit qu’il 
y a, néanmoins, une importante déperdition d’activilé par rapport 
a cette poudre, qui agit a des doses de 70 mg. 


f) Extraits aqueux calcinés. — L’extrait calciné a été employé, 
én suspension dans du liquide de Locke glucosé, a doses de 200, 
400. et 600 mg, correspondant respectivement a 456, 872 ct 
1308 mg d’extrait lyophilisé sous des volumes de 2, 4 et 3 ml 
respectivement. Dans tous les cas, on a observé une contracture 
immédiate diphasique comportant une premiére phase bréve et 
une seconde se prolongeant jusqu’au lavage. Pendant la durée de 
la contracture, les mouvements pendulaires sont conservés. L’in- 
tensité du phénoméne est proportionnelle a la quantité d’extrait 
ajoutée. I] est absolument différent de celui observé avant la calci- 
nation. Remarquons que le chlorure de sodium, méme a doses 
considérables (2 ml d’une solution a 90 g/l), est sans effet sur 
Vintestin de lapin. Le chlorure de potassium, 4 dose de 10 et 
surtout de 100 mg sous un volume de 1 ml, provoque une trés 
importante contracture intestinale, qui disparait aprés lavage. Le 
chlorure de magnésium, a des doses semblables, provoque une 
dépression du tonus intestinal avec, pour la dose de 10 mg, une 
conservation des mouvements pendulaires intestinaux. 


g) Globulines. — Des globulines ont été utilisées a doses de 
200 et 400 mg, diluées dans 1, 2, 4 ml de liquide de Locke 
glucosé. Elles se sont montrées, en général, sans action sur 
Vintestin. Dans quelques expériences, on a obtenu pendant quel- 
ques minutes, aprés adjonction du produit, une augmentation 
légére du tonus, quia rapidement rétrocédé. Il n’y a jamais eu 
de diminution du tonus intestinal. 


Interprétation des résultats. 


Nos recherches sérologiques confirment que Vhémagglutinine 
végétale présente dans les extrails aqueux de Phaseolus vulgaris 
est une substance qui se comporte, a la précipitation chimique et 
\ la dialyse, comme une globuline. Elle agglutine les érythrocytes 
de Vhomme et des animaux a des taux différents suivant les 
especes. De plus, injectée au lapin, elle est antigénique. Elle 
forme la majorité des substances qui, antigéniques pour cet 
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animal, sont contenues dans l’extrait aqueux liquide. ‘L’extrait 
alcoolique de Phaseolus vulgaris, qui ne contient pas l’agglutinine, 
semble peu ou pas antigénique. En effet, la méthode d’Ouch- 
terlony montre que les animaux ayant regu des injections (extrait 
alcoolique présentent de trés faibles réactions antigéne-anticorps 
avec les extraits aqueux dialysés et les globulines, mais, par 
contre, ne présentent aucune réaction avec l’extrait alcoolique lui- 
méme. Il est possible que cet extrait alcoolique contienne des 
elobulines en quantité faible, suffisante pour immuniser a la 
longue trés légérement ]’animal, mais insuffisante pour que la 
réaction de précipitation soit visible. 

Nos études physiologiques montrent qu'il existe, dans l’extrait 
aqueux de graines de Phaseolus vulgaris, un principe agissant 
sur l’intestin de cobaye et de lapin. Son action consiste en : 1° une 
contraction initiale de l’intestin, bréve et inconstante, et surtout 
2° une dépression qui, chez le cobaye, dure trois 4 cinq minutes 
puis rétrocéde lentement et est, en régle générale, suivie d’une 
augmentation modérée du tonus intestinal, mais qui, chez le lapin, 
persiste jusqu’au lavage de Vorgane isolé, au bout de vingt 
minutes. Cette action s’observe pour des doses égales ou supé- 
rieures 4 100 mg d’extrait aqueux lyophilisé chez le cobaye, et 
2 200 mg chez le lapin. Ces quantilés correspondent a 0,8 et 
1,6 g de haricot. 

Ce principe n’est pas contenu, au moins de facon appréciable, 
dans la fraction globulinique. Il parait, au contraire, étre une 
petite molécule, car les extraits aqueux dialysés sont entiérement 
dépourvus d’activité sur l’intestin. 

Aprés calcination, le résidu a une action contracturante diffé- 
rente de celle de la poudre lyophilisée. Des sels minéraux comme 
le chlorure de sodium et le chlorure de potassium ont eux aussi 
un effet bien différent d’elle. Le chlorure de magnésium a un effet 
dépressif, mais inconstant, Ceci montre que l’activité de ce prin- 
cipe ne dépend pas de substances minérales. 

D’aprés nos expériences, le principe en cause serait thermo- 
stable, résistant bien au chauffage une demi-heure a 50 ou 100° C. 
il n’est pas soluble dans l’acétone, mais on peut l’extraire, en 
partie tout au moins, avec de alcool. Tous ces caractéres I’ oppo- 
sent 4 Vhémagglutinine végétale, qui est une grosse molécule 
globulinique, non dialysable et précipitable par V’alcool. 


Conclusion. 


Nous avons montré, dans une premiére partie, en utilisant les 
réactions d’agglutination et de précipitation antigéne-anticorps en 
milieu gélosé (méthode d’Ouchterlony) que c’est la phyto-agglu- 


. . . . . ° 
linine des graines de Phaseolus vulgaris qui est responsable de la 
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majeure partie de l’activité antigénique de leurs extrails aqueux, 
telle que nous l’avions constaté dans un travail antérieur. 

Dans une deuxiéme partie, nous avons montré que lextrait 
aqueux de Phaseolus vulgaris exerce une action dépressive sur 
les intestins isolés de cobaye et de lapin. Cet effet est lié & un 
ou des principes dialysables, thermostables, non solubles dans 
Pacétone mais bien dans l’alcool. Ce ou ces principes sont done 
différents de la phyto-agglutinine. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE IMMUNOLOGICAL AND PHYSIOLOGICAL ACTIVITY 
or Phaseolus vulgaris ExTRACTs. 


By means of agglutination reactions and Ouchterlony’s method, 
the authors have confirmed their previous findings. Most of the 
antigenic activity of Phaseolus vulgaris extracts is due to the 
phyto-agglutinin. 

Besides, aqueous extract of Phaseolus vulgaris exerts a depres- 
sive effect on isolated intestines of guinea-pigs and rabbits. 
This activity is due to one or several dialysable, thermostable, 
acetone-insoluble, alcohol-soluble substances. This or these sub- 
stances are different from the phyto-agglutinin. 
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RECHERCHES SUR L’EVOLUTION DE LA RESISTANCE 
DES ENTEROCOQUES AUX ANTIBIOTIQUES USUELS 
DE 1950 A 1956 


L’ACTION COMPAREE /N V/TRO DE L'ERYTHROMYCINE, 
DE LA MAGNAMYCINE, DE LA SPIRAMYCINE, DE LA NOVOBIOCINE, 
DE L'OLEANDOMYCINE ET DE LA VANCOMYCINE 


PREMIERE PARTIE 
par A. LUTZ et M'e M, J. HOFFERER (*). 


(Laboratoire Départemental de Bactériologie de Strasbourg 
{Directeur : D? A. Lutz)}) 


Parallélement 4 |’établissement de V’individualité biologique du 
microbe de Thiercelin et en particulier grace aux recherches de 
‘Lancefield (1933) qui ont permis de ranger les entérocoques sous 
forme d’un groupe défini, le groupe D, de nombreux travaux ont 
permis de préciser les caractéres cliniques des infections géné- 
rales ou locales quwils provoquent ou auxquelles ils participent. 
Mais en méme temps se manifestaient les difficultés thérapeu- 
tiques. 

La résistance des entérocoques aux sulfamides et fréquemment 
« la pénicilline ont amené les chercheurs a envisager l’action 
d’autres anuibiotiques ou de diverses associations thérapeutiques. 

Le but de ce travail est de montrer : 

a) L’évolution de la résistance des entérocoques aux antibio- 
tiques usuels (pénicilline, streptomycine, chloramphénicol, auréo- 
mycine, terramycine) de 1950 a 1957. 

b) La sensibilité in vitro de souches d’entérocoques isolées 
récemment de produits pathologiques provenant de malades des 
Hospices civils de Strasbourg : 

1° A trois antibiotiques plus récents a large spectre d'action : 
la framycétine, la néomycine ect la tétracycline ; 

2° A six antibiotiques particuliérement actifs sur les germes 
Gram posilifs, 4 savoir: l’érythromycine, la magnamycine ou 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1957. 
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carbomycine, la spiramycine, la novobiocine, l’oléandomycine et 
la vancomycine. 


Mi&rHoDe EXPERIMENTALE. 


Pour titrer nos souches nous avons employé deux méthodes : 

a) La méthode des disques (I. P.). 

b) La méthode des dilutions pour préciser les concentrations minima 
inhibitrices. Le milieu que nous avons utilisé est celui de Jawetz et 
Gunnison [4] que nous avons légérement modifié et dont voici la 
formule : 

Protéose peptone-3 (Difco), 20 g ; chlorure de sodium, 5 g ; phosphate 
disodique, 5 gj; extrait de levure (Difco), 1 gj; glucose, 1 g; eau 
distillée q. s.ad., 1000 cm’. 

Les ensemencements sont faits d’une fagon aussi uniforme que pos- 
sible (concentration de 10—* germes par centimétre cube). Les lectures 
sont faites dix-huit heures aprés la mise a l’étuve a 37° 


PROVENANCE DES SOUCHES. 


Le tableau I résume la provenance des 421 souches dont nous 
avons fait Viantibiogramme. 


TasLeau I. 
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Ce tableau montre la fréquence des entérocoques dans les infec- 
tions urinaires. L’entérocoque peut se trouver seul ou associé 
4 d’autres germes et Je plus souvent au colibacille. 

Divers auteurs ont précisé cette fréquence, représentée par le 
tableau IT. 

Ces données mettent bien en évidence la place que tient l’enté- 
rocoque dans les infections urinaires : il est au second rang, apres 
le colibacille. Cette notion a son importance car, comme nous 
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TasLeau II. 


AUTEURS |SEcRETANG) | GARROD (3) Bo rs LUTZ 
: © | ALB RECHTYY 
1952 | 954% | 1955 | 36-195 


allons le voir, il n’est souvent pas atteint par les antibiotiques 
actifs contre le colibacille. 

Dans le tableau I nous relevons 5 cas d’endocardites 4 entéro- 
coques. La forme endocarditique de la septicémie a entérocoque 
longtemps méconnue est diagnostiquée plus fréquemment au cours 
de ces derniéres années et Von sait que ces affections le plus 
souvent a germe pénicillino-résistant et particuliérement graves 
se présentent surtout sous la forme d’endocardites ulcéro-végé- 
lantes accompagnées de délabrement valvulaires et de lésions 
myocardiques. 

Ces cas nécessitent une liaison particuliérement étroite entre le 
Jaboratoire et la clinique pour la mise au point de la thérapeu- 
tique a appliquer. 

Nous relevons enfin la fréquence des entérocoques dans les 
crachats ou les liquides d’aspirations bronchiques au cours 
d’infections pulmonaires diverses : pneumopathies aigués, suppu- 
vations pulmonaires, pneumopathies purulentes, pleurésies, etc. 
Aujaleu [5] avait déja fait dés 1934 une revue d’ensemble de ces 
infections. Rabl et Seelemann [6] ont trouvé fréquemment ce 
germe dans le parenchyme pulmonaire. 


EVOLUTION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES USUELS. ‘L’ ACTION 
DE LA TETRACYCLINE, DE L’ERYTHROMYCINE, DE LA SPIRAMYCINE, DE 
LA NEOMYCINE, DE LA FRAMYCETINE ET DE LA BACITRACINE. — Voici 
les résultats que nous avons obtenus d’aprés les antibiogrammes 
effectués par la méthode des disques de 1953 4 1957. Le tableau III 
résume la fréquence des souches résistantes observées. 

L’examen de ce tableau met en évidence les faits suivants : 

a) ‘La forte proportion des souches pénicillino-résistantes de 
1953 4 1956, mais sans grande modification, et un net accrois- 
sement en 1957. 
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Tasieau III. 
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b) Une diminution de la forte proportion des souches strepto- 
mycino-résistantes qui s’accentue de 1956 a 1957. 

c) Une faible fréquence des souches résislantes au chloram- 
phénicol de 1953 a 1955 avec un net accroissement en 1956 et 
1957. Cependant le pourcentage des souches sensibles au chloram- 
phénicol en 1957 dépasse encore celui de tous les autres antibio- 
liques rapportés jusqu’aé présent. 

d) La fréquence des souches résistantes est environ de 40 p. 100 
pour l’auréomycine et la terramycine de 1953 a 1955 avec, en 
1957, un net accroissement a 60 p. 100 approximativement pour 
toutes les tétracyclines. 

D’aprés ces résultats les antibiotiques se rangent en 1957 d’aprés 
le plus grand nombre de souches sensibles dans l’ordre suivant . 
chloramphénicol, tétracyclines, streplomycine, pénicilline. 

Voici les résultats obtenus par d’autres auteurs pour ces anti- 
biotiques et pour les sulfamides et avec des méthodes variées 
(tableau IV). 

Ces auteurs confirment la résistance aux sulfamides et notent 
tous un taux relativement faible de souches résistantes au chloram- 


Tasteau IV. — Pourcentage des souches résistantes. 
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phénicol. Notons enfin qu’en 1951 Chabbert [44] n’avait trouvé 
que 6 p. 100 de souches d’entérocoques résislant a cet antibio- 
tique et Fairbrother [42] 5 p. 100. 

En ce qui concerne |’érythromycine, la néomycine, la framy- 
cétine et la bacitracine, nous avons trouvé les pourcentages de 
résistance suivants sur des souches résistant a la  pénicil- 
line, la streplomycine, le chloramphénicol et les tétracyclines 
(tableau V). 


TaBLEAu Y. 


NOMBRE DE 
% de sou che 
mace Lg 105 


Ce tableau nous montre |’intérét : 


1° De la néomycine en chirurgie intestinale, ce qui est confirmé 
par Grosdidier [43] et Enjalbert [44] et leurs collaborateurs ; 

2° De la framycétine préconisée par Shildlosky et Prigot [45]. 

Notons que de son cé6té Linzenmeier en 1957 a trouvé peu de 
souches d’entérocoques résistantes a |’érythromycine. Prigot et 
collaborateurs [16] ont obtenu des résultats intéressants dans la 
préparation intestinale préchirurgicale en utilisant l’association 
érythromycine-néomycine. 

Nous rapporterons les résultats obtenus avec lassocialion fra- 
mycétine-érythromycine dans une autre communication. 

Sur un certain nombre de nos souches nous avons effectué des 
antibiogrammes par la méthode des dilutions afin d’étudier d’une 
maniére plus précise les concentrations minima inhibitrices pour 
7 antibiotiques. Nos résultats obtenus comparativement en 1950- 
1951 et 1955-1956 sont consignés dans le tableau VI. 

Ce tableau met bien en évidence : 


1° Les fortes concentrations bactériostatiques de  pénicilline 
nécessaires pour la plupart de nos souches. Elles contrastent avec 
la sensibilité marquée a la pénicilline des streptocoques hémoly- 
liques du groupe A, comme nous [47, 48] l’avons déja montré 
antérieurement, en accord avec Bornstein [49], Finland (201, 
Jawetz [4], Koch [24], Andrieu [22], Docq [23], etc. Par ailleurs, 
il y a un accroissement de 6,25 p. 100 de souches trés résistantes 
en 1956 par rapport 4 1950. 

2° On note en 1956 un retour vers Ja sensibilité A la strepto- 
mycine de 6,25 p. 100 des souches. 
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Tasieau VI. 
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3° En 1956 le spectre d’activité du chloramphénicol est plus 
étalé qu’en 1950, avee apparition d’un certain nombre de souches 
plus sensibles (8,1 p. 100) et de souches plus résistantes 
(18,8 p. 100). 71,8 p. 100 des souches sont inhibées par des taux 
inférieurs a 5 pg/ml. 

4° En 1956 il y a un net accroissement du pourcentage des 
souches résistantes 4 l’auréomycine (17,1 p. 100) et a la terra- 
mycine (20 p. 100). Le spectre de la tétracycline se superpose 
pratiquement 4 celui de Voxy- et de la chlortétracycline de 1956. 

Notons que dans un travail récent Swanton et Lind [24] ont 
trouvé sur 45 souches d’enlérocoques 21 souches sensibles a la 
chlortétracycline. Pour ces auteurs l’entérocoque comme le sta- 
phylocoque doré est plus souvent sensible a l’auréomycine qu’aA 
la terramycine et la tétracycline. 

5° Les concentrations inhibitrices d’érythromycine sont étalées 
de 0,1 ug a 10 ug/ml, mais 12,5 p. 100 seulement des souches 
nécessitent plus de 1 pg/ml. 

6° 81 p. 100 des souches sont sensibles & moins de 1 wg/ml de 
spiramycine. 

Que résulte-t-il de cette étude jusqu’a présent ? 

a) Les types de résistance; Parmi les types de résistance les 
plus fréquents figurent les suivants : 


1° Souches résistantes a la pénicilline et a la streptomycine. 
2° Souches résistantes a la pénicilline, a la streptomycine et 
aux tétracyclines, mais sensibles au chloramphénicol. 
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3° Souches résistantes a la pénicilline, a la streptomycine, au 
chloramphénicol et aux tétracyclines. Ce dernier type est actuel- 
iement trés courant et sa fréquence depuis 1955 ne cesse de 
s’accroitre. En voici les proportions (tableau VII). 


Tasieau VII. 


senor oso 


Reportons ces chiffres sur un graphique (fig. 1). 
4° Les souches résistantes aux antibiotiques précédents mais 
également a l’érythromycine et a la spiramycine. Dans notre 
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étude leur fréquence en 1957 est de 17,6 p. 100. La fréquence 
des résistances et de leur type met en évidence la nécessité 
de l'étude et de la recherche d’autres antibiotiques. ° 


b) Nécessité d’étudier la bactéricidie des antibiotiques. L’ étude 
de la bactériostase seule est incomplete du fait que les popula- 
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tions bactériennes des diverses souches d’entérocoques sont carac- 
lérisées par une trés forte hétérogénéité. Les germes qui les 
composent ont des caractéristiques trés différentes quant a leur 
sensibilité & la majorité des antibiotiques et des « survivants » 
en quantités variables échappent a leur action bactéricide. 

En conclusion, la fréquence des souches d’entérocoques résis- 
ltantes 4 plusieurs antibiotiques usuels nous améne a étudier dans 
une deuxiéme partie (1) l’action bactériostatique et bactéricide 
d’antibiotiques plus récents. 


(1) Le résumé et la bibliographie paraitront dans la seconde partie. 


ETUDES SUR LE COLLAGENE 


XI. — EXAMEN QUANTITATIF DES COMBINAISONS /N V/TRO 
COLLAGENE A-MUCOPOLYSACCHARIDES ACIDES 


par Suzanne BAZIN et Albert DELAUNAY (*) 
(avec la collaboration technique de Nicole BRIQUELET). 


(C.N. R.S. et Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


INTRODUCTION. 


Quand, in vilro, on ajoute a une solution de collagéne A une 
solution d’un mucopolysaccharide acide (acides hyaluronique ou 
chondroitine-sulfurique, héparine), on assiste a la formation d’un 
précipilé (Fauré-Frémiet [4], Jackson et Randall [2], Morrione [8], 
Bazin, Delaunay et coll. [4, 5, 6, 7, 8]). Cette précipitation est- 
elle le résultat : 

de la simple insolubilisation d’un des corps mis en présence 
(par diminution de sa solvatation), 

d’une simple interaction des deux corps l’un sur l'autre (inso- 
lubilisation sans combinaison) ou 

d’une véritable combinaison entre les deux corps ? 

Au cours de communications précédentes [4, 5, 6, 7, 8], nous 
avons indiqué quil y a tout lieu de penser qu’on se trouve en 
présence d'une véritable combinaison. Rappelons en bref nos 
arguments. 

1° La zone de pH ot se produisent les précipilations varie en 
fonction de la nature du mucopolysaccharide utilisé. Exemples : 
avec lacide hyaluronique extrait d’un cordon ombilical humain, 
pH de 2,3 4 9,6; avec l’acide chondroitine-sulfurique, pH de 2 
a 8; avec l’héparine, pH de 1,5 a 8. 

2° Pour chaque mucopolysaccharide, on peut déterminer une 
dose optimum précipitante (c’est-a-dire la plus petite dose qui 
précipite tout le collagéne présent). Or, cette dose varie. Ainsi, 
en présence d'une méme quantité de collagéne A, elle est de 
0,2 mg pour lacide chondroitine-sulfurique et de 0,1 mg pour 
Vhéparine. 

3° Au moment de la précipitation du collagéne par un muco- 


(*) Manuscrit recu le 5 juillet 1957. 
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polysaccharide, le milieu s’épuise a la fois en collagene et en 
mucopolysaccharide. Ces deux corps se retrouvent, l’un et l’autre, 
dans le précipité. 

4° Aspect des précipités formés. Il est différent selon la nature 
du mucopolysaccharide qui leur a donné naissance. Ainsi, avec 
l'extrait de cordon, les fibres obtenues sont trés longues, d’épais- 
seur variable et elles s’agglomérent nettement sous l’effet de 
Vagitation. Avec Vacide chondroitine-sulfurique, les fibres sont 
assez longues, d’épaisseur assez réguliére et, par agitation, elles 

s’agglomérent moins neltement que les précédentes. Enfin, avec 
Phéparine, les fibres sont longues, d’épaisseur réguliére ; elles 
s’agrégent par agitation. 

5° Ajoutons encore que, dans les précipités en question, colla- 
gene et mucopolysaccharides ne sont pas seulement réunis, ils 
sont liés. Ces précipités, en effet, sont stables. a) On peut, par 
exemple, les laver & maintes reprises par de l’eau distillée ; on 
arrive pas a séparer les deux substances qui les forment. 
b) Chauffés & 48°, ils ne se dissolvent pas; ils ne font que se 
contracter. c) Pour arriver a Jes dissocier, il faut recourir a des 
variations importantes de pH ou 4 l’action du chlorure de calcium. 
D’un cas a l’autre, d’ailleurs, les « forces » quil convient d’appli- 
quer différent. 

Peut-on aller plus loin dans |’étude des combinaisons collagéne- 
mucopolysaccharides ? Nous l’avons pensé. Nous avons noltam- 
ment cherché a préciser, au moyen de dosages chimiques, la 
nature de ces combinaisons. Ce sont nos résultats qui sont pré- 
sentés dans ce nouveau mémoire. 


TECHNIOUE EXPERIMENTALE. 


A des volumes fixes (généralement 50 ml) d'une solution de 
collagéne A préparée selon notre méthode habituelle (1), sont 
ajoutées, en volume égal, mais 4 des concentrations variables, 
des solutions d’héparine ou d’acide chondroitine-sulfurique. Pour 
les expériences devant se dérouler & pH 8 ou a pH 4,3, solution 
de collagéne et solutions mucopolysaccharidiques ont été ajustées, 
avant mélange, a ces pH. Pour obtenir des milieux dont le pH 
final soit de 6, nous avons ajouté a des solutions de collagéene 
de pH 4,3 des solutions de mucopolysaccharides de pH § 

Les tubes ott ont eu lieu les mélanges sont agités avec grand 
soin, puis laissés au repos pendant trois heures. 

Les précipités qui ont pris naissance sont alors recueillis par 
centrifugation, puis ils sont lavés siz fois par de l’eau distillée 


(1) Rappelons que cette solution contient environ 0,8 mg de colla- 
géne A dissous par millilitre d’eau distillée. 


Annales de l'Institut Pasteur, 93, n° 5, 1957. 4) 
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amenée par une trace d’acide acétique aux pH 38, 4,3 ou 6. Ces 
lavages a l’eau sont suivis de deux lavages 4 Valcool, puis d'un 
lavage a l’acétone. 

Ultérieurement, dessiccation des précipités sous vide, puis pesée 
des prises d’essai: environ 10 mg pour le dosage de I’hexosa- 
mine et 5 mg pour celui de l’hydroxyproline. 

Les prises d’essai sont hydrolysées : quinze heures a 105° en 
présence de CIH 2N (pour le dosage de hexosamine) ou vingt- 
quatre heures a 105° en présence de CIH 6N (pour le dosage de 
Vhydroxyproline). 

Sur les hydrolysats, le titrage de hexosamine (qui permet de 
déterminer la quantité de mucopolysaccharides contenue dans le 
précipité) a été fait par la méthode de Elson et Morgan {9}, celui 
de Vhydroxyproline (qui indique, de son cété, la quantité de 
collagéne) par la méthode de Neuman et Logan [10}. 


RESULTATS. 


Ils sont rapportés dans les deux tableaux suivants. Précisons 
que les chiffres qui indiquent, dans ces tableaux, la teneur (*/,) 
du précipité sec en hexosamine et en hydroxyproline représentent 
une moyenne de 3 ou 4 dosages faits sur des précipités préparés 
successivement. 


Discussion. 


1° La lecture du tableau I qui concerne la composition quanti- 
tative des précipités collagéne-héparine permet, selon nous, les 
conclusions suivantes : 

a) In vitro, collagéne A et héparine se combinent en propor- 
tions définies. Cette combinaison, stoechiométrique, n’est pas 
sous la dépendance des quantités mises en présence des deux 
corps. 

b) Elle dépend, en revanche, du pH du milieu: a pH 4,3, la 
fixation d’héparine sur le collagéne est plus abondante qu’a 
pH 6. 

c) Ceci indique qu’elle met en jeu des liaisons ioniques. Aux 
pH utilisés par nous, lhéparine, par ses groupements sulfuriques 
et carboxyles, est toujours fortement électronégative, le collagéne, 
par ses groupements NH,, est toujours électropositif, mais 11 
lest moins & pH 6 qu’a pH 4,3. Sa charge étant diminuée quand 
en éléve le pH, on comprend qu’il fixe une quantité moindre 
d’héparine. 

d) Une influence prépondérante du pH comme celle que nous 
constatons ici n’est pas sans rappeler celle qui a été signalée par 
Bungenberg de Jong et coll. {44 & 44] au cours de la « floculation 
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Tasteau J. — Composition quantitative des précipités collagéne- 
héparine. 


Quantité PH du Teneur (%) du précipité sec Rapport 
d'héparine milieu Hexosamine 
ajoutée A Iml Hydroxyproline 
d'une solution Hexosamine Hydroxyproline 

de _collagéne A 


0,05 
0,10 
0,25 
0,50 


0,05 
0,10 
0,25 
0,50 


(1) Dose optimum précipitante. 


réciproque des colloides hydrophiles de charge opposée ». Remar- 
quons pourtant que les complexes obtenus par Bungenberg de 
Jong paraissent nettement moins stables que les combinaisons 
collagéne-héparine étudiées dans ce mémoire. 

e) Plus proches, sans doute, de ces derniéres combinaisons sont 
celles étudiées par Meyer et coll. [45] entre des mucopolysaccha- 
rides et la gélatine (précipités obtenus a pH trés acides), puis 
par Bitchkoff et Fomina [16] entre le procollagéne et l’héparine. 

Volontiers également, nous rapprocherions d’elles les combi- 
naisons héparine-sérumalbumine ou héparine-ovalbumine qui ont 
retenu l’atlention, en 1953, de Gorter et de Nanninga [47]. Ces 
auteurs, en effet, ont admis que ces combinaisons étaient d’ordre 
stoechiométrique. 

2° La lecture du tableau II, quia trait aux précipilés collagéne- 
acide chondroitine sulfurique, conduit cependant a des conclusions 
différentes. Ici, en effet, la quantité de mucopolysaccharide fixée 
sur le collagene dépend a la fois: a) du pH du milieu, b) de 
la proportion des deux corps mis en présence. 

a) pH. Pour une quantité donnée d’acide chondroitine-sulfu- 
rique ajoutée a une quantité fixe de collagéne, la quantité fixée 
d’acide est d’autant plus forte que le pH du milieu est plus acide. 
Cela traduit assurément, comme dans le cas de l’héparine, une 
saturation des charges positives du collagéne (groupements NH,) 
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Tasteau Il, — Composition quantitative des précipités collagéne- 
acide chondroitine sulfurique. 


Quantité PH du Teneur (j:) du précipitdé sec Rapport 
QUAS Cine c.6 milieu Hexosamine 
ajoutée A Iml ae Hydroxyproline 


d'une solution Hexosanmine Hydroxyproline 
de collagéne A 


0,20 (1) 


(1) Dose optimum précipitante. 


par les charges négatives du mucopolysaccharide (groupements 
sulfuriques et caboxyles). On peut donc parler a nouveau de la 
muse en place de liaisons ioniques. 

b) Proportions. Quand, le pH étant maintenu constant, on 
ajoule a une méme quantité de collagéne A des quantilés crois- 
santes d’acide chondroitine sulfurique, la quantité d’acide fixée 
augmente ; cette augmentation, toutefois, n’est pas proportionnelle 
aux doses ajoutées. Ce n’est done pas un simple « composé 
d’addition » qui a pris place, composé au sein duquel se retrou- 
veraient, selon les proportions inises en présence, les deux compo- 
sanls ; ce qui se forme est un composé plus stable. De quelle 
nature ? Dans l'état présent de nos recherches, nous ne pouvons 
malheureusement le dire en indiquant, par exemple, une inter- 
vention de laisons hydrogéne ou autres. 

c) Les combinaisons collagéne A-acide chondroitine sulfurique. 
telles que nous les connaissons, nous apparaissent différentes des 
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combinaisons étudi¢es par Meyer et coll. (A. Ch. S.-gélatine) [45] 
ou par Bitchkoff (A. Ch. S.-procollagéne) [48]. En revanche, nous 
sommes tentés de les rapprocher de celles décrites par Partridge 
au cours de ses recherches sur le cartilage [19] ou par Jackson 
(étude des liaisons qui existent normalement dans le tendon) [20). 


CONCLUSIONS. 


1° Les combinaisons collagéne-héparine qu'on peut observer 
in vilro et qui se traduisent, dans les conditions optimum, par 
la formation d’un précipilé mettent en jeu des liaisons ioniques ; 
elles sont réglées par le pH du milieu. 

Dans les combinaisons collagéne-acide chondroitine sulfu- 
rique également observées in vitro, interviennent de méme des 
liaisons ioniques (révélées par Vinfl uence du pH), mais a elles 
paraissent se joindre d’autres types de liaisons. Nature de 
celles-ci ? Peut-étre s’agit-il de liaisons hydrogéne, mais nous ne 
pouvons l’affirmer. 

3° Les faits observés avec l’acide chondroitine sulfurique nous 
semblent avoir un intérét particulier car la mulliplicité des liai- 
sons en cause donne a penser que, dans l’organisme, les modes 
de combinaisons possibles entre cet acide et le collagéne sont 
nombreux. Dans ces conditions, ils pourraient étre troublés plus 
aisément. Nous reviendrons sur ce point quand nous aborderons 
directement l'étude pathologique des maladies du collagéne. 


SUMMARY 


STUDIES ON COLLAGEN. 
XI. — QUANTATIVE sTUDY OF in vilro COMBINATIONS 
COLLAGEN A-ACID MUCOPOLYSACCHARIDES. 


1° The collagen-heparin combinations appearing in vilro, and 
which, in oplima conditions, result in the formation of a preci- 
pitate, depend on ionic linkages ; they are controlled by the pH 
of the medium. 

2° The collagen-chondroitin sulfuric acid combination appea- 
ring in vitro also depends on ionic linkages (as evidenced by pH 
influence), but other linkages seem to be involved. What is the 
nature of these linkages ? We might be in presence of hydrogen 
bonds but it is not proved. 

3° The facts observed with chondroitin sulfuric acid seem to 
be particularly interesting, because the great number of the 
involved linkages suggest that, in the body, the possible 
combinations between this acid and collagen are numerous ; in 
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such conditions, they might be upset more easily. The authors 
will study this question more thoroughly when studying the 
collagen-diseases. 
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ACTIVITE THERAPEUTIQUE 
DE L'AMPHOTERICINE B DANS LA BLASTOMYCOSE 
EXPERIMENTALE 


par E. DROUHET et R. WILKINSON (*). 


(Institut Pasteur, 
Service de Mycologie et Physiologie Végétale) 


‘La mycose provoquée par Blastomyces dermatitidis (blastomy- 
cose nord-américaine ou maladie de Gilchrist), caractérisée par 
des lésions granulomateuses et suppuratives hébergeant le para- 
site, peut évoluer sous forme disséminée (viscérale et cutanée) 
fatale, en dehors d’une forme localisée bénigne. 

Les amidines aromatiques améliorent considérablement cette 
mycose, mais les accidents nerveux toxiques limitent l’utilisation 
prolongée de ces produits. 

Parmi les polyénes antifongiques, la nystatine [3] a été la pre- 
miére a trouver une application thérapeutique clinique dans les 
infections 4 Candida ; la découverte de ces antifongiques a ouvert 
une nouvelle ére dans la thérapeutique des mycoses et donné 
Vespoir de voir guérir des mycoses profondes souvent mortelles. 
Mais, bien que la nystatine (tétraéne) et la candicidine (heptaéne) 
soient actives in vitro sur Blastomyces dermatitidis et in vivo par 
voie parentérale dans la blastomycose expérimentale de la souris, 
ces antibiotiques ne trouvent pas d’application thérapeutique dans 
la blastomycose humaine. En effet, ces produits sont difficilement 
tolérés par voile parentérale et leur faible résorbtion par voile 
orale dans les mycoses profondes ne permet pas d’obtenir la 
euérison. 

Derniérement, l’amphotéricine B, décrite par Gold et coll. [2] 
et par Vandeputte et coll. [40], s'est montrée remarquablement 
active par voie orale ou sous-cutanée dans les mycoses expéri- 
mentales suivantes : candidose [7, 8], crypltococcose [5, 7, 8], histo- 
plasmose [4, 5], coccidioidomycose [8], et méme dans un cas 
d’histoplasmose humaine disséminée [4]. 

Dans ce travail sur le traitement de la blastomycose expérimen- 
tale nous comparons l’action de l’amphotéricine B (heptaéne) a 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1957. 
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celle de l’'ampholéricine A et de la nystatine (tous deux tétraénes) ; 
pour cetle étude nous avons utilisé la souris ainsi que le hamster 
doré, dont Vintérét expérimental a été souligné auparavant {6}. 


MATERIEL ET METHODES. 


Antibiotiques ; Les lots d’antibiotiques utilisés sont les suivants : 
amphotéricine A: lot HA 674-A (titrant 1000 wg/mg) ; amphoteéri- 
cine B: lot Diam 2CR (titrant 818 pg/mg) et lot Diam 8-12-24 CR 
(titrant 850 wg/mg) ; amphotéricine A et B: lot St 691-11-15 J (produit 
contenant les deux antibiotiques en proportions égales) ; nystatine : 
lot 5 J 4649 (1). Les antibiotiques sont mis en suspension dans de l’eau 
au moment de ]’emploi. 

Souches; Pour l’expérimentation animale, nous avons utilisé la 
souche de Blastomyces dermatitidis portant le n° IP 60 de notre myco- 
théque, souche originaire de la collection du Service de Mycologie de 
l'Institut Oswaldo Cruz. Pour les études in vitro trois autres souches 
cnt été utilisées : A 639, A 640 et A 825, provenant de la collection du 
D' L. Ajello (Center of Communicable Diseases, Atlanta, Georgie). Ces 
souches sont maintenues dans la phase mycélienne sur le milieu gélosé 
clucosé de Sabouraud, a la température ordinaire. La phase levure 
utilisée pour l’inoculation aux animaux est obtenue a 37° par passages 
successifs sur le milieu sang-cystéine-cerveau-coeur. 

Etude in vitro: La sensibilité de la phase mycélienne est étudiée 
d’une part en milieu gélosé (milieu de Sabouraud glucosé coulé en 
boites de Petri de 10 cm%), d’autre part en milieu liquide (milieu 
liquide de Sabouraud). La sensibilité de la phase levure est étudiée 
4 37° sur le milieu gélosé sang-cystéine-cerveau-cceur coulé en boites 
de Petri. Pour les milieux gélosés on ensemence une suspension 
d’éléments fongiques en stries 4 l’aide d’une pipette effilée (4 souches 
par boite de Petri). La suspension fongique est constituée par des 
levures pour |’étude de la sensibilité de la phase levure et par des 
spores pour l’étude de la sensibilité de la phase mycélienne. 

Etude in vivo : Les animaux employés sont des souris blanches pesant 
environ 20 g et des hamsters dorés jeunes du méme poids. Pour 1]’ino- 
culation nous avons employé, dans tous les cas, 0,5 cm*® d’une suspen- 
sion de levures de Blastomyces dermatitidis IP 60 contenant environ 
1 000 000 de cellules par centimétre cube. A l’autopsie des animaux 
morts ou sacrifiés on préléve des fragments de rate, de foie et de 
poumons qui sont ensemencés sur Je milieu de Sabouraud et mis A la 
température de 27°. Pour certains animaux, des contréles histologiques 
d’organes sont effectués. 

Les antibiotiques administrés par voie sous-cutanée sont suspendus 
dans de l’eau physiologique. L’administration par voie buccale est 
effectuée dans une série d’expériences avec une suspension d’antibio- 
tique ; I ou IT gouttes de cette suspension contenant 1 mg de produit 
par goutte sont administrées 4 l'aide d’une pipette compte-gouttes 


(1) Ces antibiotiques nous ont été gracieusement procurés par le 
D* G. Rake et le D™ L. B. Hobson, Squibb Institute for Medical Research, 
New Brunswick, N. J. 
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deux fois par jour pendant la durée de l’expérience. Dans une autre 
série, l’antibiotique est incorporé dans l’eau de boisson a raison de 
10 mg par 20 cm’, volume mis & la disposition d’un lot de 5 souris 
et renouvelé chaque jour. A la fin de l’expérience, le traitement est 
arrété trois jours avant de sacrifier les animaux afin de permettre 
l’élimination des antibiotiques fixés éventuellement dans les tissus. 


I. — ACTION DES AMPHOTERICINES in vitro. 


Le résultat de action des amphotéricines A et B sur la crois- 
sance de la phase mycélienne (milieu de Sabouraud gélosé ou 
liquide a 25°) et sur celle de la phase levure (milieu au sang 
a’ 37°) de 4 souches de Blaslomyces dermatitidis est résumé dans 
le tableau I. 


Tazteau I. — Action in vitro des amphotéricines A et B sur 4 souches 
de Blastomyces dermatitidis. 


8 Concentration minima inhibitrice * 
ss. hae pe /om: 

a iitiew sntibsotique Souches de Blastomyces dermatitidis 

3 n° 60. | n® 639 | n® 640 | n® 825 

[ay 

=I 

o sang-cystéine-coeur- | Amphotéricine A 12 50 50 50 

a cerveau gélosé | 

ie STS | Amphotéricine B 0,7 0,7 0,7 1,5 

a | 

; || . ll 

© Sabouraud gélosé | 

§ 27° | Amphotéricine B 1,5 1,5 1,5 15 

4 
~ 3 

° Sabouraud liquide Amphotéricine A 3) 3 3 3 

f 27° Amphotéricine B 0,1 0,1 0,1, 0,1 


* Lecture dix jours aprés l’ensemencement. 


D’aprés ce tableau on constate que V’amphotéricine B a une 
puissante action antifongique sur les deux phases de B. derma- 
titidis, en particulier en milieu liquide, ot a la concentration de 
0,1 wg/em® elle inhibe pendant dix jours la croissance des 
4 souches de B. dermatitidis. L’amphotéricine A est beaucoup 
moins active surtout sur le milieu au sang ot seulement une 
souche sur quatre est inhibée. Les deux antibioliques diffusent 
mal dans la gélose. 


Il. — AcTION DES AMPHOTERICINES in vViUvO. 


1° Action de lamphotéricine B par voie sous-culanée. 


Expérience I. — Trois lots de 10 souris sont inoculés par yoie intra- 
péritonéale. Un lot non traité sert de témoin (lot I), un autre (lot ID) 
est traité par l’amphotéricine B administrée par voie sous-cutanée 
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six jours consécutifs en débutant vingt-quatre heures avant l’inocula- 
tion ; enfin un autre lot (lot III) est traité immédiatement aprés 
Vinoculation pendant cinq jours consécutifs. Les doses quotidiennes 
d’amphotéricine B utilisée sont de 2 mg, administrés en deux injections 
de 1 mg, matin et soir. Un lot de souris non inoculées mais traitées 
de Ja méme facon que le lot II sert pour le contrdle de la toxicité de 
cet antibiotique. Le vingt et uniéme jour aprés l’inoculation les ani- 
maux restant en vie sont sacrifiés et les principaux organes cultivés 
sur le milieu de Sabouraud. 


Résuttats. — Mortalité. — L’administration d’amphotéricine B 
réduit considérablement la mortalité des animaux infectés. Tandis 
que dans le lot iémoin 6 sur 10 des animaux inoculés sont morts 
le vingt et uniéme jour, dans le lot II 4 animaux seulement 
sur 12 sont morts et dans le lot II, 3 sur 10. 


Tasreau Il, — Action de llamphotéricine B par voie sous-cutanée 
dans la blastomycose expérimentale de la souris (expérience I). 


T | =a 
is Animaux Lésions macroscopiques * i Cultures ** 
Traitement des morts | sacri- Nodules T i =a 

divers lotsa de ye aprés | fiés —— 2 a 
souris x aprés | péri-| mésen- S o 3 D é g 
jours; x toné-| téri- 7 S 2 ba = 2 
| jours aux | ques te | 9% Py is (o=4 vj 

— 4 }. + + 4 + + + 

I 1 15 | 2 1 h h 1 a + + | 
sans traitement, 2 16 | rot (3 h 2 1 + + + | 
inoculation : 3 18 | aL 3 h h Sauk + + 
1 million de levu- 4 18 | 2 2 bh h 2 + + + | 
res de B, dermati- 5 18 | 1 3 h h 1 + + + 
tidis. 6 21 | 4 3 bh h 1 + + + | 

7 21 2 1 h 53 3 fe < . 
8 21 2 2 eg 3 + + + 
9 21 2 5 2 i | 1 + + + 
10 24 2 3 h h fae Raley + + 
i 4. — + +— 4 - 
1 oa ) 1 () ) Ono ) ) 
ie 2 ud ie) 1 nm) fe) é 10) ie) 10) 
Amphotéricine B 3 19 | fe} te) 10) 10) Oe) ee 10) te} 
injection sous- 4 20 1 1 0} fe) i) ° + (¢) 
cutanée 1 mg 2 fois 5 21 (0) (0) (e) (0) 1 0 fe) te) (0) 
par jour (24 heures 6 21 Sle BOS FeO (0) (0) (0) (0) Ov | 
avant et 5 jours 7 21 1 te} ie} {0} 0 ie) ie} fe) 
apres 1'inoculation) 8 oxy te ) ° ° ° to) ° 0 
9 Aw | 0 0 he elo C) + C) 
10 21 ny) r) ro) mG 0 + O | 
ite 21 10) fe} ° h 0 + + (0) 
12 [ 21 1 ce) 0 h 0 ° + fe) | 
1 4 i -| 
1 11 1 1 0 ° 1 f¢) QO c0) 

III 2 1 ty) 1 0 i ae) 0 eS 0 
Amphotéricine B 3 13 1 1 10} 10) 10) + + (e} 
injection sous- 4 21 ° te) 0) 0 to) ) e) ° 
cutanée 1 mg 2 fois 5 21 fe) 1 c¢) (0) fe) (0) + + } 
par jour pendant 5 6 a1 1 ° (0) (o} (0) + {0} ° 
jours (début aprds 7 21 1 1 hb h te) - 0 0 
l'inoculation)~+ 8 21 1 1 h (0) 0 (0) fo} Om, 

9 a1 ) 0 0 h ) fe) 0) + } 
[ 10 21 1 0) 10) 2 0 ° r © 0 
alt = ai 


‘ aves de Iésions ; h: hypertrophie d organe; 1: trés rares  lésions 
ree . yar Sa} } ee . ba} ; 

a ee ; se rares lésions nodulaires; 3: nombreuses lésions nodulaires ; 

: res mbreuses 0 - 5 A . 

€s nombreuses Iésions nodulaires. — ** 0): culture négative ; + culture 


positive. 
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Lésions anatomo-pathologiques. — Dans le lot I non traité, 
i lautopsie des animaux morts spontanément ou sacrifiés on 
remarque des lésions de blastomycose généralisée, en particulier 
de nombreux nodules péritonéaux et mésentériques, des lésions 
nodulaires hépatiques, spléniques, pulmonaires et testiculaires. 
Par contre, la plupart des animaux des lots II et III ne pré- 
sentent pas de lésions macroscopiques, mais chez quelques ani- 
taux on voit de rares nodules péritonéaux ou mésentériques ct 
une légére hypertrophie splénique. 


Tisceau IM. — Action de l’amphotéricine B administrée par voie 
sous-cutanée dans la blastomycose expérimentale de la souris et 
du hamster doré (expérience II). 


| Animaux | Lésions macroscopiques * Cultures ** 
| 
\ Ne morts | sacri- Nodules 
“Traitement des apres | figs q 2 
divers lots x aprés |péri-| mésen- S 6 
@'animaux jours x toné-| téri- BS £ 3 & 8g EI 
jours | aux | ques = a a S Ss 2 
i T T + 
| Souris I 1 19 p 3 2 4 2 + + + 
{ 2 24 4 4 3 4 3 + + + 
! sans traitement 3 24 4 4 3 4 4 + + + 
4 24 4 4 4 4 4 + + + 
5 24 3 4 4 4 4 + + + 
+ a a =< 
Souris II 
| amphotéricine B 1 19 fe) { h h {o) (e) (0) te} 
| début 24 heures avant, 2=3 3A c¢) 10} 0 2 0] (¢) 10) (e} 
| l'inoculation 4—10 3A 10) ie} 10) bh ie) ie) 0) 10) 
(total 11 mg) | | 2 
Souris III 1 9 10) 0 h 2 0 0 10) 10) 
& iphotéricine B 2 19 (0) 2 h h (0) (0) 4°) {0} 
début apres 3 Oma 10) 1 (0) 2 10) (0) fo} ° 
lL'inoculation 4 34 fe) 1 (0) 2 io) + + ° 
(total 11 mg) 5) 31 0 ° h 2 1 ie) 10) 10) 
iL + ——_+—_|—_, <j; "— 
1 19 3 3 2 4 2 + + + 
Hamsters I i 2 19 | 4 4 2 4 3 i & B 
sans traitement 2) 21 4 4 3 4 4 + + ot 
4 4 4 4 4 4 + + + 
5 4 4 4 4 4 + [ + + 
1 1 1 10) h {o) + + + 
2 2 2 h h ce) + + + 
Hamsters II 3 oO. 10) (0) (0) Ol Oo fo) ° 
mphotéricine B 4 2 2 h h 0 + + 0 
début 24 heures avant}; 5 0 te) 10} {e} (0) + oO ce} 
1' inoculation 6 2 2) 2 . ° + i 
total 1 af 2 2 h + 
| : Saad 8 2 2 2 h r) fy + 0 
| 9 (0) (e} fe) t¢) 1) 10) 10) 0 
10 10] 10) 10) 0 ie) 10) + 10) 
eee 
| 1 ty) 1 ty) h 0 2 + 0) 
| 2 10) 10) Q h. 10) 0 10) H 
Hamsters III 3 1 1 ce) h fo) + i 
+éricine B 4 fe) (0) te) c¢) ce) 0) 0 0 
Bole 5 2 2 2 h f°) + + + 
1'inoculation 6 a 2 2 . 5 | ig a ‘ 
ee eee) i t) 1 0 0 ) 0 + 0 
9 10) i) O ce) 10) (0) 0 (0) 
10 2 4 2 2 + + + (0) 


# *® Méme lIégende que le tableau II. 
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Cultures. — Les cultures de rate, de foie et de poumons sont 
positives chez tous les animaux du lot témoin ; par contre, celles 
de la plupart des animaux des deux autres lots sont négatives. 
Les tableaux II et III résument les comptes rendus d’autopsies 
et de cultures d’organes. 

Certains animaux des lots II et IIL sont morts un peu plus 
rapidement que ceux du lot témoin. Le petit nombre de lésions 
inflammatoires et le faible pourcentage de cultures positives des 
organes de ces animaux laissent supposer qu’une certaine libé- 
ration brusque de produits toxiques a partir des Blastomyces 
tués est survenue au début du traitement. 


Exprérience II. — Cette expérience est effectuée & la fois sur des 
souris et sur des hamsters traités par |’amphotéricine B dans les condi- 
tions suivantes : un lot d’animaux (lot II: 10 souris, 10 hamsters) est 
traité vingt-quatre heures avant inoculation par l’amphotéricine B 
injectée par voie sous-cutanée; un autre lot (lot III: 5 souris et 
10 hamsters) est traité immédiatement aprés l’inoculation et enfin un 
troisitme Jot (lot I: 5 souris et 5 hamsters) inoculé mais non traité 
sert de témoin. L’amphotéricine B est administrée par voie sous-cutanée 
en une seule injection de 1 mg par jour selon le schéma suivant: la 
premiére semaine cinq injections, la deuxitme semaine quatre injec- 
lions, ensuite une injection tous les trois jours. La dose totale d’ampho- 
téricine B chez la souris est de 11 mg, chez les hamsters du lot Il 
elle est de 15 mg et chez ceux du lot III de 14 mg. Le dix-neuviéme 
jour, un animal de chaque lot est sacrifié et le vingt-septi¢me jour 
de l’expérience, on sacrifie le reste des animaux en vie. Un quatriéme 
lot non inoculé sert de témoin pour 1’étude de la toxicité du produit. 


Résuttats. — Avec l’amphotéricine B par voile sous-cutanée on 
obtient une survie de 100 p. 100 chez les hamsters et de 50 
a 60 p. 100 chez les souris inoculés avec Blastomyces dermati- 
tidis. La mortalité des animaux non traités atteint 100 p. 100. 

Chez les souris du lot II traitées vingt-quatre heures avant 
inoculation on n’observe aucune lésion macroscopique a l’excep- 
tion dune légére hypertrophie splénique ; chez les animaux du 
Jot III dont le traitement a débuté aprés Vinoculation on constate 
également une hyperirophie de la rate, mais aucune autre lésion 
nest décelée a l'exception de rares nodules mésentériques chez 
certains animaux. Les cultures d’organes des animaux traités sont 
négatives pour tous les animaux du lot II et pour 4 des 5 animaux 
du lot III. 

Chez les hamsters traités les lésions macroscopiques trés 
réduites contrastent avec les multiples lésions nodulaires observées 
chez les animaux témoins (tableau III); toutefois, elles sont un 
peu plus évidentes que chez les souris ayant subi le méme traite- 
ment. Le pourcentage élevé de cultures positives a partir des 
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organes des hamsters contraste avec l’absence de cultures posi- 
tives chez les souris. Celte différence est probablement due a la 
quantité insuffisante d’ amiphote reine admuinistrée chez le hamster 
dont le poids initial de 25-30 g a doublé au cours de l’expérience. 


Toxicité. — L’amphotéricine B administrée chez les animaux 
non inoculés se montre dépourvue de toxicité, mais on constate 
une réaction locale au niveau de l’injection ot se trouve un dépdt 
jaune d’amphotéricine B; ce dépdot est plus important chez la 
souris que chez le hamster, la quantité d’amphotéricine admi- 
nistrée par rapport au poids de l’animal étant un peu plus 
réduite chez ce dernier. 


En conclusion, ’amphotéricine B par voie parentérale prévient 
la mort des souris et des hamters inoculés avec Blastomyces 
dermatitidis et améne la stérilisation de la plupart des animaux 
traités. Une certaine réaction locale au niveau de l’injection sous- 
cutanée se produit, lmitant ainsi l’utilisation de cette voile en 
thérapeutique. 


2° Action de Vamphotéricine B par voie orale. 


L’action de lampholéricine B par voie orale est étudiée compa- 
rativement a celle de V’amphotéricine A, de Vamphotéricine AB 
et de la nystatine sur la blastomycose expérimentale de la souris 
et du hamster doré. 


Expérience II. — Trente-cing souris sont inoculées par yoie intra- 
péritonéale avec B. dermatitidis. Vingt-cinq sont traitées par ]’ampho- 
téricine B incorporée dans l’eau de boisson. La quantité journaliére 
d’antibiotique absorbée par une souris est d’environ 2 mg. Les souris 
traitées sont séparées en deux lots. Pour le lot I (15 souris) le traite- 
ment débute trois jours avant linoculation, pour le lot II (0 souris) 
te traitement commence en méme temps que ]’inoculation. Un troisiéme 
lot (ot III : 5.souris) non traité sert de témoin et un quatri¢éme non 
inoculé Got IV : 5 souris) sert de témoin pour 1’étude de la toxicité de 
l‘antibiotique. Un animal de chaque lot est sacrifié le dix-neuviéme 
jour aprés l’inoculation et les animaux encore en vie sont sacrifiés le 
trente et uniéme jour. 


Résuttats. — Mortalité. — Tous les animaux non traités sont 
morts entre le vingt-quatriceme et le vingt-neuvieme jour aprés 
Vinoculation avec des lésions de blastomycose généralisée. Trois 
souris seulement sur les 14 du lot I trailé prophylactiquement 
sont mortes entre le vingt-cinquiéme et le vingt-sixiéme jour ; 
5 sur 9 souris du lot II traitées en méme temps que l’inoculation 
sont mortes entre le quinziéme et le vingt-sixiéme jour aprés 
Vinoculation. 
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Pathologie. — Seuls, certains des animaux traités, morts spon- 
ianément, présentent de rares lésions péritonéales et une légere 
hypertrophie de la rate ; les autres n’ont pas de signes d’infec- 


Fic. 1. — Aspect des Iésions de blastomycose généralisée chez le hamster doré. 
Selon Ja légende utilisée pour les tableaux II, III, IV et V, on note: nodules 
péritonéaux: 4; nodules meésentériques: 4; foie: 3; rate: 2; poumons: 2. 


? 


lion; par contre, tous les animaux non traités sont morts avec 
de multiples lésions péritonéales, hépatiques, spléniques et pul- 
monaires (fig. 1 et 2). Les animaux sacrifiés du lot traité prophy- 
lactiquement ne présentent pas de lésions viscérales de blastomy- 
cose ; on note seulement une légére hypertrophie de la rate. 
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Cultures. — Sauf une, toules les cultures d’organes des ani- 
maux du lot traité prophylactiquement sont restées négatives. 
Dans le lot de souris traité aprés inoculation, toutes les cultures 
ont été négatives méme chez deux animaux présentant des lésions 
péritonéales et hépatospléniques. 

Expérience IV. — Soixante-dix souris et 30 hamsters parlagés en lots 
de 10 animaux sont inoculés avec B. dermatitidis. Dix souris et 
les 


6 hamsters inoculés mais non traités constituent le lot I, témoin ; 


p) 


Fie. 2. — Coupe histologique d’un nodule péritonéal de hamster inoculé mais 
non traité. A remarquer les trés nombreuses levures de différentes tailles. Coloration 
Hotchkiss-Mac Manus. 


autres lots d’animaux sont traités par voie orale. Pour trois lots de 
souris (lots II], V et VID les antibiotiques antifongiques (amphotéri- 
cine A, amphotéricine AB et nystatine) sont incorporés dans l’eau de 
boisson ; la dose journaliére administrée est de 10 mg dans 20 cm? 
d’eau pour 5 souris du méme bocal. Pour trois autres lots de souris 
(lots III, IV et VI) et pour les deux lots de hamsters (lots II et III) 
les antibiotiques étudiés (nystatine, amphotéricine B et amphotéri- 
cine AB) sont administrés par voie orale avec une pipette compte- 
gouttes. La dose administrée par souris est de I goutte contenant 
2 mg d’antibiotique deux fois par jour, matin et soir, pendant les 
trois premiers jours, ensuite II gouttes de 2 mg, deux fois par jour. 
Pour les hamsters le méme schéma de traitement est respecté mais 
chaque goutte contient 4 mg d’antibioltique. Les antibioliques sont 
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administrés pendant quatre semaines, six jours par semaine laissant 
un jour de repos. Le début du traitement est commencé un jour avant 
linoculation. Le vingt-septitme jour aprés l’inoculation les animaux 
sont sacrifiés et les principaux organes ensemencés sur le milieu de 
Sabouraud comme dans les expériences précédentes. 


Risutrats. — Les résultats de cette expérience résumés dans 
les tableaux IV et V montrent la mortalité des animaux, les lésions 


Tantrav IV. — Action comparative des amphotéricines A, B, AB et 
de la nystatine administrées par voie orale dans la blastomycose 
de la souris (expérience IV). 


Méme légende que le tableau II. 


anatomo-pathologiques observées a l’autopsie et les résultats des 
cultures d’organes. D’aprés ces tableaux, il résulte que l’ampho- 
téricine B et l’amphotéricine AB administrées par voie orale (soit 
’ la pipette, soit dans l’eau de boisson) permettent la survie de 
toutes les souris et de tous les hamters infectés ; la mortalité des 
animaux non tnaités atteint 100 p. 100; aucune dissémination 


i 
Animaux Lésions macroscopiques * Cultures ** | 
| + | 
| Traitement des morts | sacri-| Nodules ‘e 
divers lots de aprés | fiés 2 Q 
souris x aprés | p¢éri-| mésen- ° 3 
jours x toné-| téri- & 3 5 Sy ) | | 
jours jaux ques £ a 2 & a & 
+ == i— +- 
1 9 5 5 3 3 % + + + 
2 10 3 3 ®) ps 2 ap + + 
3 10 3 3 3 3 2 + + + 
4 1 5 5 2 6) 2 + + + 
Sans traitement 5 13 3 4 2 2s 3 + + Be 
6 a 4 3 2 3 2 + cS a 
ie 17 4 =) 3 3 2 + + S 
8 oT 3 3 ) 3 2 + + + 
9 20 3 4 2 3 4 + + + 
10 24 4 4 4 4 4 + + + 
t + | r + == Le 
Amphotéricine A dang 
L eanidennsiases 1 &10 | 10-15 4 | 3 2 2 2 + + i + 
4 I e = 
prea et B 1a7 27 0 1 h hn J || 6 ) 0 
Bag 27 ie) 0 h bh 10) 10) 0 Oo 
10 27 10) fe) ie) 10) Oo 10) ie) 10) 
J + —= + + 
Amphotéricine AB 1agd 27 10) 1 10) 10) 10) 10) 10) 10) 
par la bouche 10 27 1 1 10) 10) 10) ie} 10) 10) 
iL 1 ae 
1 et 2 27 1 ie} 0) 2 10) ie} 10) | 10) 
Amphotéricine AB $3720) 27 ie) 0 10} 2 10} 10) Q 0 
dans l'eau-de 6ag 27 10) (0) 10) h 10) 0 0 ° 
boisson 10 27 ie) {o} ie} 0 {o} (0) 10) ie} 
1 14 | 5 3 2 3 2 + + + 
2 tS 3 3 ie: 5) 4 + + + 
Nystatine par ) 16 3 3 2 2 1 + + + 
la bouchs 4 16 3 3 2 3 3 + + + 
5 21 3 4 2 3 2 + + + 
6 22 >. 3 2 2 3 + fo) + 
1 24 3 4 4 4 4 ie) fe) ie) 
8 27 3 3 3 3 2 + + + 
Nystatine dans 1ag 9e16 2 5 3 3 | 3 + + + 
l'eau de boisson 10 27 2 2 1 2 Ze + + + 
x Re 
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viscérale de Blastomyces dermatitidis n’est observée chez les 
animaux traités par ces antibiotiques ; les seules lésions visibles 
sont l’hypertrophie de la rate et quelquefois l’hypertrophie du 
foie. Toutes les cultures des organes ensemencés (foie, rate, 
poumons) se sont montrées négatives. 


Tasteau V. — Action comparative des amphotéricines A, B, AB et 
de la nystatine administrées par voie orale dans la blastomycose 
expérimentale du hamster (expérience IV). 


Animaux | Lésions macroscopiques * Cultures ** 

Traitement des | morts] sacri Nodules ] 
divers lots de aprés| fiés a 2 
hamsters Ne x aprés | péri-| mésen4 rs 5 
jours x toné-| téri-| © 2 5 2 g 8 
jours | aux ques| © & & @ a 2 

=! = 
i Fy 12 4 4 4 3 3 + + & 
2 12 4 4 4 3 3 + 4 2 
Sans traitement 3 13 4 4 4 3 3 + fs + 
4 15 4 4 4 3 3 + + + 
2 27 4 4 4 3 5 + + + 
4 aus 
1 15; 4 4 4 4 3 + + + 
2 13 4 4 4 4 3 + + + 
3 1 4 4 4 4 3 + re A 
Amphotérioine A 4 7 4 4 4 4 3 Ps + “ 
5 17 4 4 4 4 3 + + + 
6 18 4 4 4 4 3 - + + 
| It I 

Amphotéricine B 1a 10 27 0 0 0 0 0 0 0 | 0 
1ag 27 10} ie} (0) (0) (0) 10) 0 10) 
Amphotéricine AB 10 27 fe) (0) (0) (0) fe) fo) + ce) 
1 9 2 4 2 1 1 + ce) + 
2 9 2 4 5 2 1 + (e} + 
3 14 3 3 3 3 1 + < m4 
4 15 4 4 4 4 2 + 0 0 
5 15 4 4 4 4 2 + 0 + 
Nyetatine 6 20 3 3 2 3 4 + - % 
v 21 4 4 4 4 4 # 0) + 
8 23 4 4 4 4 1 0) + 0) 
9 24 4 4 4 4 2 0 + 0 
10 27 {0} 10) 10) 10) 0) (0) 10) 10) 

i zit + + 


* ** Méme lIégende que le tableau II. 


Par contre, l’amphotéricine A et la nystatine administrées par 
voie orale n’ont montré aucune activité thérapeutique sur la 
blastomycose des souris et des hamsters. La mortalité obtenue 
avec l’amphotéricine A est de 100 p. 100 comme celle du lot non 
traité ; la mortalité du lot traité avec la nystatine varie entre 87 
et 90 p. 100. Les lésions viscérales de ces animaux sont tout 
& fait semblables a celles observées chez les animaux non traités. 


Discussion. 


D’aprés nos expériences, l’amphotéricine B administrée par 
voie orale a une remarquable activité thérapeutique dans la blasto- 
mycose expérimentale de la souris et du hamster doré. ‘Les 
résultats récents qui viennent d’étre obtenus sur diverses mycoses 
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expérimentales comme |’histoplasmose [f4, 5), la coccidioidomy- 
cose (8], la cryptococeose [5, 7, 8], la candidose [7, 8] permettent 
d’espérer une application thérapeutique de cet antibiolique sur 
les mycoses profondes de homme et des animaux; en effet, 
contre ces mycoses A l'heure actuelle, on est dépourvu de traite- 


Blastomycese expérimentale dela souris 
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Fic. 3. — Taux de mortalité des souris inoculées avec Blastomyces dermatitidis 
et traitées par les antibiotiques antifongiques incorporés dans l'eau de boisson 
(expérience IV). 


ment spécifique. La nystatine, le premier antibiolique antifongique 
dont on a trouvé une application particuliérement efficace par 
vole orale ou locale dans les infections A Candida, s'est montrée 
inefficace par voile orale dans des mycoses viscérales comme 
histoplasmose, la coccidioidomycose, la cryptococcose, etc. du 
fait de sa faible concentration dans le sang. Par voie parentérale 
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la nystatine se montre active dans de nombreuses mycoses expé- 
rimentales y compris la blastomycose ; mais la difficulté d’obtenir 
des préparations purifiées actives bien tolérées par voie paren- 
térale empéche encore une application thérapeutique par cette 
voie. L’amphotéricine B par voie sous-cutanée provoque égale- 


Blastomycose expérimentale de la souris 
Expérience IY - Antibiotiques administrés parvole buccale 
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Fic. 4. — Taux de mortalité des souris inoculées avec Blastomyces dermatlitidis 
et traitées par des antibiotiques administrés par voie buccale (expérience IV). 


ment certaines réactions locales, mais par voie orale sa tolérance 
est parfaite et son activité est remarquable comme nous venons 
de le démontrer. Par contre, l|’amphotéricine A, un autre anti- 
biotique extrait du méme Streptomyces que l'amphotéricine B 
moins active in vitro sur B. dermatitidis, se montre totalement 
dépourvue d’action dans la blastomycose. 'L’activité favorable, 
dans nos expériences, du produit contenant les amphotéricines \ 
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et B est uniquement due a la fraction B. D*apreés les proprictés 
physico-chimiques de ces produits étudiés par chromatographie 
sur papier et bio-auto-radiographie dans lultraviolet, V’ampho- 
téricine A est un tétraéne comme la nystatine, lamphotéricine B 
est un heptaéne semblable mais non identique aux heptaénes du 
type trichomycine et candicidine. 


Blastomycose expérimentale du hamster doré 
Expérience WV - Antibiotiques administrés par vale buccale 
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Fic. 5. — Taux de mortalité des hamsters dorés inoculés ayec Blustomyces 
dermatitis et iraités par des antibiotiques antifongiques par voie  buccale 
(expérience IV). 


D’aprés Louria et coll. [5] Vadministration journaliére a la 
souris de 75 & 150 yg d’ampholéricine B par kilogramme améne 
dans le sang un niveau d’antibiotique de 0,70 a 1,5 pwg/cem*; chez 
homme, l’administration de 2,4 4 5 g par jour permet d’obtenir 
un niveau sanguin d’amphotéricine de 0,12 4 0,21 wg/em*. Comme 
la sensibilité in vitro de Blastomyces dermatitidis 4 V’amphotéri- 
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cine B est considérable (0,1 wg/em*) et que chez les animaux des 
doses moyennes de 100 yg/kg par jour se sont montrées efficaces 
dans la blastomycose expérimentale, une application thérapeutique 
de cet antibiotique a toutes chances d’étre efficace dans les cas 
de blastomycose disséminée. 


{AESUME ET GONCLUSION. 


L’amphotéricine B, heptaéne isolé d’un Streptomyces, a une 
action fortement inhibitrice sur Blastomyces dermatitidis et une 
activité thérapeutique sur la blastomycose ey EE I de la 
souris et du hamster dore. 

In vitro, la croissance de la phase mycélienne de 4 souches de 
E, dermatitidis est inhibée pendant dix jours par 0,1 ng d’ampho- 
lericine B par centimétre cube de milieu (milieu liquide de Sabou- 
raud) ; la croissance de la phase levure est inhibée par 0,7 g/cm’ 
de milieu (milieu sang-cystéine-cerveau-cceur), 

In vivo, lamphotéricine B administrée par voie orale a des 
doses quotidiennes variant entre 2 et 8 pg par animal protege 
la vie de 100 p. 100 des souris et des hamsters inoculés par voile 
intrapéritonéale avec 1 000 000 de levures de B. dermatitidis ; la 
mortalité des animaux non traités atteint 100 p. 100 au bout de 
quatre semaines. A quelques rares exceptions prés, les animaux 
traités ne présentent aucune |ésion anatomo-pathologique et les 
cultures de la rate, du foie et des poumons sont négatives. 
I’amphotéricine A et la nystatine (tous les deux tétraénes) admi- 
nistrées par vole orale n’ont aucune action thérapeutique sur la 
blastomycose expérimentale de la souris et du hamster. L’injec- 
tion sous-culanée d’amphotéricine B produit un effet thérapeutique 
analogue a |’administration orale, mais présente l’inconvénient de 
provoquer une réaction locale au niveau de Vinjection avec dépét 
du produit. L’amphotéricine B est dépourvue de toute action 
toxique aux doses utilisées. 


SUMMARY 


THERAPEUTIC ACTIVITY OF AMPHOTERICIN B 
IN EXPERIMENTAL BLASTOMYCOSIS. 


Amphotericin B is a heptaene isolated from a Streptomyces. 
I: has a marked inhibitory activity on Blastomyces dermatitidis 
in vitro and a curative activity on experimental blastomycosis in 
mice and hamsters. 

In vitro, the growth of the mycelium phase (experiment on 
four strains of B. dermatitidis) is inhibited during 10 days by 
0.1 wg/em? (Sabouraud liquid medium). The srowth of the yeast 
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phase is inhibited by 0.7 ug/em’ (blood-cystein-brain-heart 
medium). 

In vivo, 100 °%, of the mice and hamsters inoculated intra- 
peritoneally with 1000000 B. dermatitidis yeasts survive when 
they receive amphotericin B orally, in dosages from 2 to 8 pg 
per animal. The death-rate of the controls is 100 %, within 
4 weeks. But for a few exceptions, the treated animals do not 
present any anatomo-pathological lesions and the cultures ol 
spleens, livers and lungs are negative. 

Amphotericin A and nystatin (both tetraenes), administered 
orally, are inactive on experimental blastomycosis in mice and 
hamsters. 

The effect of subcutaneous injection of amphotericin B is similar 
to that of ingestion, but provokes a local reaction at the site of 
injection. 

Amphotericin B is not toxic at the dosages used in the expe- 
riments. 
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ETUDE DU TYPE FERMENTAIRE DES CORYNEBACTERIUM 
ANAEROBIES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 


par Z. STRAPATSAKI-COCOVINI (*). 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


L’importance en pathologie humaine des infections 4 Coryne- 
bactertum anaérobies a pris un grand développement au cours 
de ces derniéres années. 

Depuis l’époque ott Torrey en 1916 {4] isola C. lymphophilum 
des ganghons lymphatiques de homme atteint de lymphogranu- 
lomatose maligne, la notion de J’affinité du Corynebacterium 
anaérobie pour le S. R. E. a été soupconnée. Mais peu de choses 
avaient été dites sur ce sujet jusqu’au moment ot Prévot et ses 
collaborateurs commencérent étude de ces germes. En 1938 [2], 
cet auteur commence une étude taxonomique achevée en 1940 [8], 
divisant ces bactéries en gazogénes et non gazogénes, améliorant 
en méme temps leur technique d’isolement et de culture. En 
1949 [4], avec Courdurier, il compléte les caractéres culturaux 
et biochimiques de C. liquefaciens, C. diphteroides, C. avidum et 
C’. parvum. Pendant les années 1950 4 1954, il étudie le pouvoir 
pathogéne de ces anaérobies [5]; il montre expérimentalement 
l‘affinité du germe pour le S.R.E. et il établit la notion de 
corynébactérioses, maladies génériques et non spécifiques, laffi- 
nité pour le. S. R. E. étant la méme pour toutes les espéces anaé- 
robies du genre Corynebacterium. La perte du pouvoir patho- 
geéne des anaérobies non sporulés en culture, ayant pour cause 
Vabsence dans les milieux artificiels des métabolites qui per- 
mettent la biosynthése des facteurs de virulence, rend impossible 
la production des lésions spécifiques chez les animaux et par 
conséquent Videntification de ces germes par le tableau de la 
maladie expérimentale. C’est pourquoi l'étude biochimique a une 
importance capitale pour leur délermination. Cette élude se fait 
selon le schéma proposé par A.-R. Prévot [6]. Cet auteur a intro- 
duit dans la technique de détermination des bactéries anaérobies 
non toxinogénes (donc privées du critérium de neutralisation 


(*) Manuscrit recu Je 11 juillet 1957. 
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spécifique de Jeurs toxines par les antitoxines homologues) Vutili- 
sation de leur « type fermentaire ». Ce caractére est défini : 
ensemble des produits terminaux de fermentation en bouillon VF 
glucosé. Parmi ces produits, un groupe est particuli¢rement 
caractéristique de l’espéce : l’ensemble des acides volatils et fixes 
subsistant a la fin de la fermentation. 


L’objet de ce travail a été |’étude des types fermentaires de ce 
croupe de germes. Cette étude a été faite sur 100 souches de 
Corynebacterium anaérobies de la collection du Service des Anaé- 
robies de l'Institut Pasteur de Paris. Comme technique de déter- 
mination des acides volatils de C1 a C6 qui se forment au cours 
de la fermentation microbienne, on a adopté la chromatographie 
sur papier pour sa grande précision, sa sensibilité et sa simplicité. 


Hisrorrgur. — La séparation et l’identification des acides gras étaient 
réalisées jusqu’ici par la méthode de distillation fractionnée mise au 
point par Duclaux en 1895 [7]. Cette méthode permet d’identifier un 
acide volatil pur ou méme un mélange de deux acides volatils des 
combinaisons C1C2, C103, C1C4, C1C5, C1C6, C2C3, C2C4, C3C4, mais 
elle ne peut pas étre utile quand il s’agit d’un mélange de plusieurs 
acides ou d’un mélange ot il y a indétermination entre les acides 
isobulyrique, valérianique optiquement actif et caproique. 

Une autre technique a été utilisée pour corriger ces indétermina- 
tions : Ja méthode microchimique de Behrens et Kley modifiée par 
A.-R. Prévot [8]. Selon cette technique, on transforme les acides gras 
en sels (formiate de cérium, acétate d’uranium et de sodium, propio- 
nate de cuivre, butyrate de cuivre et valérianate de cuivre) qui donnent 
des microcristaux caractéristiques. Malheureusement cette technique est 
longue et difficile et c’est pourquoi elle n’est pas entrée dans les 
laboratoires de pratique. 

En 1946 R. L. Reid a utilisé la méthode de chromatographie de par- 
tage de Elsden [9], utilisant le gel de silice et celle de Moyle, Baldwin 
el Scarisbrick (1948) [40]. Ces méthodes, en particulier la derniére, 
utilisent des colonnes tamponnées ; elles donnent des résultats trés 
précis mais elles sont laborieuses, surtout quand il y a plus de trois 
acides a déterminer. 

Fastidieuse aussi est la méthode de Peterson et Johnson (1948) [44] 
qui utilise également des gels de silice, car on emploie plus d’une 
colonne pour obtenir les séparations et plusieurs titrages sont néces- 
saires, 

La chromatographie sur papier a été utilisée par Lugg et Overelle 
(1947, 1948) [12] pour la séparation et détermination quantitative des 
acides organiques non volatils et par Lederer (1949) [43] pour la sépa- 
ration des acides aromatiques monocarboxyliques. 

Jusqu'ici la grande volatilité des acides gras de faible poids molé- 
culaire avait empéché J’application directe de leur chromatographie 
sur papier. 

Fink et Fink (1949) [44] chromatographient sur papier les acides 
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volatils & l’état de dérivés hydroxamates. La révélation se fait avec une 
solution de chlorure ferrique. Les dérivés sont visibles 4 1’état de taches 
pourpres sur fond jaune. La technique ne permet pas de détermination 
quantitative. 

En 1952 [15] R. L. Reid et M. Lederer mettent au point une tech- 
nique de chromatographie sur papier des acides volatils. Ils trans- 
forment les acides libres en sels d’NH, et utilisent la chromatographie 
ascendante décrite par Williams et Kirby en 1948. Le solvant qu’ils 
utilisent est le butanol saturé d’ammoniaque 1,5 N; le révélateur est 
le pourpre de bromocrésol en solution dans de 1’éthanol contenant de 
Valdéhyde formique. Ce dernier forme avec l’ion ammonium la base 
faible hexaméthylénetétramine. Les acides libres apparaissent apres 
exposition du chromatogramme aux vapeurs d’ammoniaque, comme 
des taches jaunes sur fond pourpre. Cette technique se rapproche de 
celle de Brown et Hall (1950) [46], qui utilise le méme solvant, trans- 
forme les acides yolatils en sels de sodium et emploie comme révélateur 
le bleu de bromothymol ; aucune d’elles ne nous a donné satisfaction 
a cause de leur incapacité de séparer l’acide formique de l’acide 
acétique. 


Apres plusieurs essais, nous nous sommes arrété a la tech- 
nique de Guillaume et Osteux (1955) [47]. 

Voici la technique, telle que nous l’avons mise en ceuvre au 
Service des Anaérobies de l'Institut Pasteur de Paris. 


TECHNIQUE. — On ensemence la souche a étudier dans un ballon de 
Jaubert et Gory en anaérobiose rempli de bouillon VF glucosé A 
2 p. 1 000. On laisse a l’étuve jusqu’a la fin de la fermentation, c’est- 
a-dire, pour notre cas, environ sept jours, au bout desquels on retire 
ie ballon de ]’étuve. On mesure 100 cm? de Ja culture apres filtration 
ef on améne 4 pH 38 avec de l’acide tartrique 4 40 p. 100. Ensuite on 
procéde 4 l’entrainement a la vapeur des acides gras volatils qui sont 
contenus dans le bouillon fermenté. Le distillat est récolté dans un 
ballon et on arréte l’opération quand l’acidité totale du distillat corres- 
pond dA 2 cm’ d’une solution normale d’acide acétique, qui dans notre 
cas nécessite presque toujours une distillation pendant quarante 
minutes. Au bout de ce temps, on neutralise le produit par NaOH N/10 
en présence de I goutte d’une solution alcoolique 4 0,2 p. 100 de rouge 
de crésol, pour transformer les acides gras en sels de sodium, non 
volatils. Cette solution mise dans une capsule de porcelaine est portée 
sur un bain-marie 4 niveau constant, est concentrée 4 un volume de 
4 cm’. On met ces derniers dans une petite fiole de Fourneau et on 
ajoute environ 0,7 ¢ de « permutite 50 » traitée par HCl. On bouche 
la fiole et on agite pendant cinq minutes. La permutite fixe l’ion 
sodium, libérant ainsi les acides gras. On filtre la préparation sur 
coton de verre et on lave la petite fiole et le filtre deux fois avec 1 cm® 
d’eau distillée. On récupére une solution d’acides gras libres que l’on 
neutralise avec de Ja morpholine normale pour les rendre stables 4 la 
chromatographie, la morpholine ne génant pas la révélation. 

Avec une micropipette on dépose en quatre points espacés de 3 cm 
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situés sur une ligne horizontale d’une feuille de papier Whatmann 3 
les quantités respectives de 2,5, 5, 7,5 et 10 mm’. Le volume de 5 mm? 
permet déja l’apparition de taches bien limitées, mais afin de pouvoir 
révéler un acide qui pourrait se trouver en quantilés minimes, on doit 
recourir a des volumes plus grands, soit 7,5 mm? et 10 mm‘*. 

Sur un point de la méme feuille, on superpose VI gouttes, dont 
chacune d’un volume de 5 mm* est prélevée d’une solution N/10 des 
acides gras témoins. Il va sans dire qu’on attend le séchage complet 
de chaque goutte précédemment déposée avant de procéder a la super- 
position de la goutte suivante. 

On fixe le haut du papier dans la rigole supérieure d’une cuve a 
chromatographie Jouan. On remplit Ja rigole avec le solvant suivant ; 


Butanol  svsce:ccayverisciestins quence ges eae cee oe Ohare Iter cee 180s ml 
Ciyclohexane: oscar ees “pil ei ee CeCe eens 180 = ml 
Propamediol le coi wre arucpers sesiayete ekalens teat oclac eae etoaere re 60 = ml 
NH, -k 900, SS ee ee eee 4,2 ml 
Morpholine'y grr. oe eee REP RI OAO COA SAIS OS 0,42 ml 
Rau- distillée:  ..cccfnacck bosie ies 2 ea aceite eae eine ZA ml 


On ferme la cuve hermétiquement, Le solvant descend par capillarité, 
entrainant les différents acides. Dés que le front inférieur du solvant 
arrive assez bas, ce qui nécessite dix-huit heures, on retire la feuille 
de papier de la cuve et on laisse 4 lair libre pendant cing minutes. 
Au bout de ce temps, on pulvérise rapidement avec un atomiseur 
a’ air comprimé le mélange des deux solutions suivantes : 


Solution A: 


O-crésol-sulfone” phtaléines tae se ee een ee oe eee 0,2 ¢ 
Baar distilleer ccc ic ae eon a See NA eee See 15 ml 
NaOH ING eis ele ws ae Re here cae Se ee eee 0,3 ml 


Aprés dissolution ajouter : 


ATCO] a, O62 ot svacuc uae iciee trol ta see Cerne ee 70 =ml 


Diluer cette solution au 1/5 avec de l’alcool 4 96°. 


Solution B: 
Véronal) sodi quent: rate cane ere oot ee cee eee l0¢ 
Haw. distiWei.. ss, ches Geter ernie Aare Oe ee eee 100 ml 
AlTeGol! Bi QG?. sce Am cueneocep eects Ie 150 ml 


Mélanger extemporanément 3/4 de la solution A (diluée au 1/5) et 
1/4 de la solution B pour la pulvérisation. 

On a avantage a pulvériser le chromatogramme d’une certaine dis- 
tance, la répartition des gouttelettes apparaissant ainsi beaucoup plus 
homogéne, ce qui conduit 4 la meilleure révélation et délimitation 
des taches obtenues. On laisse sécher dix minutes aprés pulvérisation, 
puis on délimite les taches au crayon. On obtient des taches jaunes 
sur fond grenat, bien délimitées, qui persistent trois A quatre heures. 
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Les Kf obtenus avec les solutions témoins sont : 


INOUE A STUNIG TE Boedacio be on.5 > oxene ao ne saab Oee ovo ne Hameo oe 0,20 
NGI emea CObLg MG maitre etencnters yer reaiee eeacees Ge ee tau. etn he ee 0,26 
ENOGEY TOR MOCO. Aron cvecttinn Wome ee cerotire SoC ROR OA Rec 0,37 
INooke Pal PLUS Mom eeac oem Meno ete eee SO OBIS De tee Ames 0,49 
NCIC Clem SVall CLVAM PUG, eons ots etaa/osaaue elena Tensieteuen deen ouciole. eRe See 0,61 
NHL GR 7e=C AIDE OL UG a anol syece feyate rouse toes eseielereictsiais Geyer o tise ee ola eee 0,71 


Le diametre des taches permet une estimation grossitre de la quantité 
de chacun des acides gras trouvés dans la goutte déposée sur le papier. 
C’est pourquoi on procéde & la chromatographie simultanée de quan- 
tilés croissantes du liquide de fermentation 4 examiner. En comparant 
le diamétre des taches obtenues avec celui des témoins, on peut appré- 
cier avec une précision pratique satisfaisante la concentration de 
chacun des acides gras yolatils dans la goutte et par un calcul simple 
en tenant compte des dilutions, dans le liquide 4 examiner. La teneur 
minima des révélations des différents acides est le millitme du milli- 
mole. 


Notre étude a donné les résultats suivants : 

Sur 55 souches de Corynebacterium anaerobium, 50 ont une 
fermentation propionique-acétique. Un troisiéme acide, lacide 
valérianique, se présente réguliérement dans ce groupe, parfois 
en quantité importante. 

A titre d’exemple, rapportons ici les résultats d’un calcul par 
chromatographie concernant les différents acides volatils dans le 
liquide de fermentation. 

Souche 1441 de Corynebacterium anaerobium : 


ACIAE: PLO PLOUIGUe? mrs tele woheas aie cui romretete enero 458 mg p. 1 000 
Koide sacctiquer asda secsatnmani Buenas seats 124 mg p. 1 000 
Acidemvalerianiquer As assis cercdeleisiece ee orieeae oe Sas 158 mg p. 1 000 


Cinq souches présentent une fermentation acétique, parmi les- 
quelles 2 acétique pur et 3 acétique formique. 

Sur 12 souches de Corynebacterium liquefaciens, les 10 pré- 
sentent une fermentation propionique-acélique-valérianique et 2 
la fermentation acétique-formique. 

Les 15 souches du groupe Corynebacterium avidum présentent 
la fermentation propionique-acélique-valérianique. C’est un groupe 
tres homogéne du point de vue fermentaire. Il présente 4 un taux 
plus élevé que celui des autres groupes Ja fermentation valé- 
rianique. 

Huit souches de Corynebacterium parvum, 3 souches de Cory- 
nebacterium pyogenes, 2 souches de Corynebacterium acnes, une 
souche de Corynebacterium lymphophilum présentent la fermen- 
tation propionique-acétique et parfois quelques traces d’acide 
valérianique. 
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Enfin les 10 souches étudiées de Corynebacterium diphteroides 
et de Corynebacterium granulosum présentent des différences 
fermentaires avec les autres groupes : la souche 583 de C. gra- 
nulosum a une fermentation propionique-acétique-valérianique- 
caproique-butyrique. La méme fermentation est présentée par Ja 
souche 379 de C. diphteroides. La souche 1567 de C. diphteroides 
a une fermentation acétique pure, tandis que la souche 714 de 
C. granulosum est acétique-formique. ‘La souche 1054 C de C. gra- 
nulosum a une fermentation propionique-valérianique-formique et 
enfin 5 autres souches présentent la fermentation proplonique- 
acéltique avec quelques traces d’acide valérianique. 


CONCLUSIONS. 


I. — Toutes les espéces anaérobies de Corynebacterium pré- 
senlent une fermentation propionique dominante avec un deuxieme 
acide qui est le plus souvent Vacide acétique et dans la plupart 
des cas un troisiéme acide, Vacide valérianique. 


II. — L’acide principal de fermentation des Corynebactertum 
anaérobies (acide propionique) est produit par 91 souches sur 
100. Ce fait justifie Vacte par lequel Prévot, récemment [6], a 
attribué au groupe Proptonibacterium Orla-Jensen, non plus le 
rang de genre que le taxonomiste danois lui avait assigné, mais 
le rang de sous-genre de Corynebacterium. Les Propionibacterium 
ne sont done plus que les espéces telluriques ou hydriques non 
pathogénes du genre Corynebacterium. 


III. — Le type fermentaire de l’espéce C. anaerobium est essen- 
tiellement propionique-acétique-valérianique (388 souches sur 55). 
On peut lui rattacher 4 variétés fermentaires : 1° acétique pur 
(2 souches) ; 2° acétique-formique (8 souches) ; 8° propionique- 
acélique (11 souches); 4° acétique-formique-valérianique-propio- 
nique (1 souche). 

IV. — Le type fermentaire de l’espéce C. avidum est propio- 
nique-acétique-valérianique (15 souches sur 15). C’est le plus 
homogéne du genre ; il ne présente pas de variété biochimique. 


V. — Le type fermentaire de l’espéce C. parvum est également 
propionique-acétique-valérianique (6 souches sur 8), mais présente 
une variété proplonique-acétique (2 sur 8). 

VI. — Le type fermentaire de l’espéce C. liquefaciens est aussi 
propionique-acétique-valérianique (8 souches sur 11) et présente 
une variélé propionique-formique (1 souche sur 11) et une autre 
acélique-propionique (2 sur 11), 

VII. — Le type fermentaire de l’espéce C. granulosum n’est 
pas homogéne. On distingue une fermentation propionique-acé- 
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tique-valérianique (8 souches sur 7), une propionique-acétique 
2 souches sur 7), une propionique-valérianique- formique (1 sur 7), 
une acétique-formique (1 sur 7) et une propionique-acétique-for- 


mique-butyrique-valérianique-caproique (1 sur 7). 

VIII. — Le type fermentaire de C. diphteroides est tantot pro- 
plonique-acétique-valérianique (1 sur 3), tantét acétique pur (1 
sur 3), tantot propionique-acétique-formique-butyrique-valérianique- 
caproique (1 sur 3). 

IX. — Le type fermentaire de C. pyogenes semble étre propio- 


nique-acélique (2 souches sur 8) et présente une variété propio- 
nique-valérianique-acétique (1 sur 8). 


X. — Le type fermentaire de C. acnes est propionique-acétique 
(2 sur 2), de méme celui de C. lymphophilum (1 sur 1). 

Xf. — L’homogénéité des types fermentaires des Corynebacte- 
rium anaérobies vient s’ajouter a leur communauté antigénique : 
toutes ces espéces sont trés proches les unes des autres et cela 
explique qu’on les rencontre dans. des groupes de maladies du 
S. R. E. trés voisines, et pour lesquelles le terme de corynébac- 
térioses est justifié. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE FERMENTATIVE TYPE OF ANAEROBIC Corynebacleria 
BY MEANS OF PAPER CHROMATOGRAPHY. 


I. — All the anaerobic Corynebacteria species present a domi- 
nant propionic fermentation, with a second acid which is most 
often acetic acid, and in the majority of cases a third acid : 
valerianic acid. 

Ii. — The main fermentation acid of anaerobic Corynebacteria 
(propionic acid) is produced by 91 strains out of 100. This fact 
legitimates Prevot’s recent conclusion, which considers the Pro- 
pionibacterium group (48] no more as a genus, as did Orla-Jensen, 
but as a sub-genus of Corynebacteria. The Propionibacteria are 
then only telluric or hydric, non pathogenic species of the genus 
Coryne bacteria. 

III. — The fermentative type of species C. anaerobium is essen- 
tially propionic-acetic-valerianic (38 strains’ out of 55), with 
4 fermentative variants : 1° purely acetic (2 strains) ; 2° acetic- 
formic (83 strains); 3° propionic-acetic (11 strains) ; 4° acetic- 
formic-valerianic-propionic (1 strain). 

IV. — The fermentative type of C. avidum is propionic-acetic- 
valerianic (15 strains out of 15). It is the most homogeneous type 
of the genus ; it possesses no biochemical variants. 
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V. — The fermentative type of C. parvum is also propionic- 
acetic-valerianic (6 strains out of 8), but presents a propionic- 
acetic variant (2 strains out of 8). 

VI. — The fermentative type of C. liquefaciens is also pro- 
pionic-acetic-valerianic (8 strains out of 11) and presenis a 
propionic-formic variant (1 strain out of 11) and another acetic- 
propionic (2 strains out of J1). 

VII. — The fermentative type of C. granulosum is not homo- 
geneous. This species presents a propionic-acetic-valerianic fer- 
mentation (8 strains out of 7), a propionic-acetic fermentation 
(2 strains out of 7), a propionic-valerianic-formic fermentation 
(1 strain out of 7) and a propionic-acetic-formic-butyric-valerianic- 
caproic fermentation (1 strain out of 7). 

VIII. — The fermentation of C. diphteroides is either propionic- 
acetic-valerianic (1 strain out of 3), or purely acetic (1 strain 
out of 3), or  propionic-acetic-formic-butyric-valerianic-caproic 
(1 strain out of 3). 

IX. — The fermentative type of C. pyogenes seems to be pro- 
pionic-acetic (2 strains out of 3) and presents a propionic-vale- 
rianic-acetic variant (1 strain out of 8). 

X. — The fermentative type of C. acnes is propionic-acetic 
(2 strains out of 2), like the one of C. lymphophilum (1 out of 1). 


XI. — The different Corynebacteria species, which already 
possess narrow antigenic relationships, are also very homo- 
geneous as to their fermentative types. AJl the species are 
related to one another and this explains why they are found in 
cerlain narrowly related R. E.S. diseases, for which the name 
of « corynebacteriosis » is justified. 


* 
x* 


Nous remercions trés vivement M™? J. Blass d’avoir bien voulu 
nous initier 4 la technique de chromatographie sur papier. 
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RECHERCHES BIOCHIMIQUES 
SUR LES TREPONEMES ANAEROBIES 


Ill. — DETERMINATION DES ACIDES VOLATILS 
DE FERMENTATION PAR LA METHODE CHROMATOGRAPHIQUE 
DE GUILLAUME 


par Michel MOUREAU (*) 
(avec la collaboration technique de N. ALADAME). 


(Institut Pasteur. 
Travaux effectués dans le Service des Anaérobies) 


La méthode de Duclaux [4] permet de définir le « type fermen- 
taire » des bactéries anaérobies. Le « type fermentaire » a été 
défini la premiére fois par A.-R. Prévot [2]. Cette méthode de 
détermination des acides volatils formés lors de la croissance des 
bactéries anaérobies est excellente si cet acide formé est unique 
ou si le nombre des acides formés ne dépasse pas deux, mais elle 
perd tout intérét a partir de trois acides et, détail plus regrettable, 
elle ne done aucune indication sur le nombre des acides que lon 
peut éventuellement renconirer. 

Il y a une dizaine d’années, au cours d’études chimiques rigou- 
reuses, l’on avait constaté ces faits et déploré les lacunes de cette 
inéthode [8]. Les germes étudiés, anaérobies, faisaient partie du 
sous-genre des Clostridies protéolytiques. En accord avec les tra- 
vaux de Raynaud [4] et Raynaud et Machebceuf [5], qui venaient 
de démontrer que la présence de glucose dans le milieu modifiait 
le type fermentaire, les auteurs envisageaient l’origine protéique 
et non glucidique du type fermentaire et concluaient : « Dans fa 
culture de ces bactéries, l’indétermination la plus absolue sub- 
siste quant a la nature des acides formés. Cette indétermination 
est due aux insuffisances de la méthode de Duclaux ». De méme, 
lors d’un important rapport concernant « la nature et le mode de 
formation des acides trouvés dans les cultures des bactéries 
anaérobies stricts », George N. Cohen [6] établit une distinction 
entre les acides volatils de la dégradation d’amino-acides ct 


(*) Manuscrit recu le 8 juillet 1957. 
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d'autres corps azotés et ceux provenant de la dégradation des 
glucides. Il regrettait A la fois les imprécisions de la méthode de 
Duclaux et la complexité des méthodes chromatographiques utili- 
sables & ce moment-la. Ces méthodes chromalographiques, par 
séparation sur colonne, bien qu’extrémement précises dans le 
domaine quantitatif, ne permettaient pas de séparer l'un de 
Vautre les acides formique et acétique et présentaient d’assez 
grandes difficultés d’exécution. La chromatographie sur papier, 
généralement plus facile a exécuter, était parvenue avec Reid et 
Lederer [7] et avec Munier [8] 4 une certaine facilité de réalisa- 
tion, mais ne donnait la possibilité de séparer ni les acides for- 
mique et acétique, ni les acides normaux des acides iso. 


Ainsi nous avons dt utiliser, en raison de sa simplicité et 
malgré ses imperfections, la méthode de Duclaux lors de précé- 
dentes publications concernant les tréponémes anaérobies [9, 40). 
La mise au point par Guillaume [44] d’une méthode chromato- 
graphique sur papier, élégante, exacte, facile A exécuter et per- 
mettant aussi bien la séparation des acides formique et acétique 
aue celle des acides normaux des acides iso (de Cl a C6) qui 
prennent naissance au cours de la croissance des bactéries, nous 
a incité & reprendre nos travaux précédents. Comme pour les 
germes anaérobies classiques [42], la précision et la sensibilité de 
cette méthode (5 pg) devaient pouvoir mettre en évidence des 
types fermentaires différents ou plus complets que ceux obtenus 
par les méthodes antérieures. Tous les détails de cette technique 
ayant été parfaitement décrits (Guillaume, Thése de Doctorat en 
Pharmacie, 1957), nous nous bornerons a4 rappeler ses caracté- 
ristiques originales : dans le choix de la phase mobile, l’auteur 
a opté pour le propane-diol 1-2 et cyclohexane, et pour la base, 
la morpholine. Quant au révélateur, c’est l’ortho-crésol-sulfone- 
phtaléine en solution aqueuse de véronal sodique qui a été adopteé. 

(Si l’on veut détecter les acides « iso », c’est lalcool benzylique 
saturé d’ammoniaque a 1,5 N que l’on utilisera pour la phase 
mobile). 


RE&EsuLTATsS. 


Les types fermentaires révélés par chromatographie sur papier 
sont ceux de sept espéces différentes de tréponémes anaérobies (1) : 
trois espéces d’origine buceale (T. microdentium, T. comandoni et 
T. ambigua) et quatre espéces d’origine génitale (T. refringens, 
T. phagedenis, T. calligyra et T. minutum). Des études bio- 
chimiques avaient été déja effectuées [9, 10, 18] pour la plupact 


(1) Ces espéces ont été isolées par M. Vinzent, que nous sommes 
heureux de remercier ici. 
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dentre elles, ainsi qu’une étude morphologique au microscope 
électronique des quatre espéces d’origine génitale [414]. Dans 
chaque cas, les analyses chromatographiques ont été réalisées 
plusieurs fois, et a partir de cultures provenant de milieux diffé- 
rents, afin d’éliminer toute cause d’erreur attribuable a ceux-cl. 
En effet, ces derniers sont des milieux obtenus par macération de 
viande et de rein de mouton (milieu Vinzent [45] et il est néces- 
saire, plus encore que dans le cas du milieu V. F. utilisé pour 
les bactéries anaérobies, de faire, comme l’indique Guillaume [42], 
des « blancs » sur les milieux stériles afin de défalquer du résultat 
global les acides volatils qui pourraient préexister dans ceux-ci. 
Il nous a été donné d’observer des différences marquées concer- 
nant le nombre et la quantité des acides existant ainsi avant tout 
ensemencement. Si l’on envisage une série d’une trentaine de 
milieux stériles, dans chacun de ceux-ci tous les acides de Cl 
a C6 peuvent étre présents; un seul Vest de facon réguliére, 
acide acétique, parfois simplement a l’état de traces (il s’agit 
dacides volatils normaur, car, pour l’ensemble de cette étude, 
nous n’avons pu obtenir de résultats assez réguhers dans la 
recherche des acides « iso » pour les mentionner ici). 


Nous avons seulement retenu les chromatogrammes concernant 
les cultures qui s’étaient développées sur des milieux stériles 
dont la teneur initiale en acides volatils était aussi faible que 
possible et parfois nulle. 


Ces milieux ne sont pas glucosés. Il en était de méme dans 
ies publications précédentes concernant ces tréponémes anaéro- 
bies [9, 40, 43]. Nous reviendrons dans nos conclusions sur 


importance de ce fait et les interprétations que l’on peut en 
donner. 


A. — ACIDES VOLATILS RENCONTRES AU COURS DU DEVELOPPEMENT 
DES TREPONEMES ANAEROBIES D’ORIGINE BUCCALE. 


Treponema microdentium: Nous avons déteclé, au cours de 
la croissance de ce tréponéme, de l’acide acétique et uniquement 
celui-ci. Ce résultat est identique a celui obtenu par Prévot et 
Vinzent [43], qui utilisaient la méthode de Duclaux. D’aprés les 
chiffres que nous avons obtenus lors de la mesure de l’acidité 
volatile totale, la quantité d’acide acétique est de 1 ¢ par litre, 
sur une moyenne de cing déterminations concernant cing cultures 
différentes. La méthode de Guillaume permettant une approxima- 
tion quantitative des différents acides rencontrés, nous avons pré- 
paré, en tenant compte des résultats moyens, des solutions 
témoins d’acides volatils en concentrations voisines de celles 
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habituellement rencontrées et qui nous permettent, par la mesure 
de surface des spots, de connaitre avec une approximation suffi- 
sante le pourcentage des différents acdies. 


Treponema comandoni : Ce tréponéme posséde un type fer- 
mentaire trés différent du précédent par sa diversité. Il posséde 
un chiffre d’acidité volatile totale de 1,5 g. Il comporte une fer- 
mentation acétique et une fermentation butyrique abondantes, 


Fic. 1. — Chromatogrammes de Treponema refringens a partir de deux cultures 
différentes sur deux milieux différents. 


mais aussi des traces trés nettles de fermentation propionique, 
valérianique et caproique. Quantitativement, nous pouvons relever 
environ 40 p. 100 d’acide acétique et 40 p. 100 d’acide butyrique, 
le reste de l’acidité étant & peu prés également réparti sur les 
trois autres acides. 


Treponema ambigua : C’est une fermentation acétique, propio- 
nique et valérianique qui caractérise ce germe, chacun des trois 
acides y figurant pour un tiers. Le chiffre d’acidité volatile totale 
est de 1,3 g. 
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B. — AcIDES VOLATILS. RENCONTRES AU COURS DU DEVELOPPEMENT 
DES TREPONEMES ANAEROBIES D ORIGINE GENITALE. 


Effectuée dans les mémes conditions que précédemment, !a 
recherche du type fermentaire de ces espéces met en évidence 
une moins grande différence entre chacune de celles-ci. 


Treponema refringens : Il donne une fermentation acétique trés 
marquée, avec une fermentation propionique et une fermentation 
butyrique ainsi que des traces de fermentation formique. Pour 
un chiffre d’acidité volatile totale de 1,60 g, Vacide acétique 
représente 70 p. 100, les acides propionique et butyrique environ 
15 p. 100 chacun et l’acide formique est a l'état de traces. 


Treponema phagedenis : Qualitativement, le type fermentaire 
de cette espéce est semblable a celui de la précédente, mais le 
pourcentage des acides est différent : les acides acétique, propio- 
nique, butyrique sont en quanlités équivalentes ; le chiffre d’aci- 
dité volatile totale est de 1,80 g en moyenne. 


Treponema calligyra: A la différence des deux espéces précé- 
dentes, il n’a pas de fermentation formique, méme 4a létat de 
traces. Fermentation acélique, propionique et butyrique en quan- 
uités égales ; avec un chiffre d’acidité volatile totale de 1,60 g en 
moyenne. 


Treponema minulum: Son métabolisme est légérement plus 
actif que le précédent, son acidité volatile totale est de 1,90 ¢ en 
moyenne, mais c’est aussi de l’acide acélique, propionique et 
butyrique que nous retrouvons, et en quantilés égales, 


CONCLUSIONS. 


Ainsi, le type fermentaire des tréponémes anaérobies présente 
une assez grande diversité selon les espéces. Dans le premier 
groupe des tréponémes d’origine buccale, Treponema microden- 
tlum ne posséde qu’un seul acide (A); Treponema comandoni, 
cing (A, P, B, V, C); Treponema ambigua, trois (A, P, V). Dans 
le deuxiéme groupe, les tréponémes d'origine génitale ont des 
types fermentaires plus proches les uns des autres : Treponema 
refringens et Treponema phagedenis donnant tous les deux 
quatre acides identiques (I’, A, P, B) et Treponema calligyra et 
Treponema minutum donnant tous les deux trois acides iden- 
liques (A, P, B). Chacune des déterminations a été réalisée 
plusieurs fois et & des moments différents de la croissance 
des germes. Dans ces conditions, nous avons pu_constater, 
ainsi que l’a fait Guillaume pour les bactéries anaérobies {42}, 
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que le type fermentaire d’acidité volatile reste stable qualitati- 
vement et quantitativement. Nous avons voulu vérifier si l’adjonc- 
tion de glucose ou des différents glucides usuels pouvait modifier 
cette stabilité. I] n’en est rien: nous avons pu les retrouver 
intacts par microdosage chromatographique a la fin de la crois- 
sance des tréponémes (résultats non publiés). Il faut done 
admettre l’origine protéique des acides volatils formés par les 
lréponémes anaérobies et mis en évidence par cette méthode 
chromatographique qui se révéle un intéressant et nouveau moyen 
d’étude. 


SUMMARY 


BIOCHEMICAL STUDIES ON ANAEROBIC Treponemata. 
Ifl. — DeMoNSTRATION OF FERMENTATION VOLATIL ACIDS 
BY GUILLAUME’S CHROMATOGRAPHIC METHOD. 


The fermentative pattern of anaerobic treponemata is rather 
different according to the species. 

In the first group studied (oral. Treponemata), Tr. microden- 
ttum possessed only one acid (A), Tr. comandoni, five (A, P, B, 
V, C), Tr. ambigua, three (A, P, V). 

In the second group (genital Treponemata), the fermentative 
patterns of the different species are more narrowly related, Tr. 
refringens and Tr. phagedenis yielding four identical acids (F, A, 
P, B), and Tr. calligyra and Tr. minutum yielding three identical 
acids (A, P,-B). 

Each demonstration has been carried out several times and at 
different moments of the growth of the parasites. In these condi- 
tions, the authors have observed, like Guillaume did for anaerobic 
bacteria, that the fermentative pattern of volatil acidity remains 
qualitatively and quantitatively stable. 

The authors have studied the effect of the addition of glucose 
or of the different usual glucides on this stability. The results 
were negative : this addition does not modify the stability. 

Chromatographic micro-assay shows that the glucides are 
unchanged at the end of the growth of the treponemata (unpu- 
blished data). The proteic origin of the volatil acids formed by 
anaerobic treponemata is then evidenced, and the chromatographic 
method, wich allows to demonstrate them, has proved to be an 
interesting technique of study. 
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POSITION TAXONOMIQUE 
DE MICROCOCCUS LYSODEIKTICUS *) ET DE COCCUS P (**) 
CARACTERE CONTINGENT 
DE LA SECRETION DE PROTEINASE 
CHEZ CERTAINES ESPECES DU GENRE SARCINA 


par L. COLOBERT et G. ROCQUET (***). 


(Laboratoire de Bactériologie de la Section Technique 
de Recherches et d'Etudes des Services de Santé des Armeées, 
108, boulevard Pinel, Lyon) 


Certaines souches microbiennes ont le privilege de constituer 
un matériel d’étude de choix pour les biologistes; c’est le cas 
pour celles connues sous le nom de Micrococcus lysodeikticus |7| 
et de Coccus P [2]. Ces dénominations ne constiluaient que des 
dénominations provisoires ; divers travaux {44, 13] ont permis de 
rapprocher M. lysodeikticus des sarcines, et d’établir la parenté 
entre ce germe et Coccus P [4]. Nos recherches sur les germes 
sensibles a l’action du lysozyme [5, 6] nous ayant amenés a étudier 
leurs caractéres, il nous est apparu que les deux souches sont 
trés voisines l’une de l’autre et peuvent étre considérées comme 
appartenant a l’espéce Sarcina flava. Les conditions trés parti- 
culiéres de la formation de protéinase par M. lysodeikticus et 
Coccus P nous ont amenés a refuser toute valeur 4 ce caractére 
pour la distinction des espéces du genre Sarcina. 


I. — Evtupr EXPERIMENTALE. 


CARACTERES MORPHOLOGIQUES. — Micrococcus lysodeillicus et 
Coccus P' sont des cocci a4 Gram positif, de 0,8 a 1,2 micron de 
diamétre environ, en amas dans les cultures sur milieux solides, 


(*) Souche NCTC 2665 dérivant directement de celle isolée par Fle- 
ming, 

(**) Souche dérivée directement de celle isolée par Beumer. 

(***) Manuscrit recu le 20 juin 1957. 
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mais qui se groupent dans les jeunes cultures en milieu liquide 
par deux ou quatre éléments, rarement plus. I convient de noter 
que les quatre cocci groupés ensemble ne sont pas dans un méme 
plan mais se trouvent situés aux sommets d’un tétraédre ; les 
groupements de huit ou plus sont cubiques. L’examen en contraste 
de phase ou au microscope électronique révéle la présence non 
constante d’une capsule pouvant atteindre 100 mullimicrons 
d’épaisseur et qui, dans les milieux liquides, enveloppe les amas 
tétraédriques ou cubiques. 

Au bout de vingt-quatre heures sur gélose ordinaire 4 37° les 
colonies ont moins de 1 mm de diamétre, elles sont bombées, 
blanchatres, opaques. Au bout de quarante-huit heures elles attei- 
enent 3 mm ou plus et deviennent jaune chamois clair pour 
Coccus P et jaune citron pour Micrococcus lysodeikticus. Sur les 
milieux enrichis a Vascite ou au sérum les colonies bombées 
s’entourent d'une large bordure aplatie. 

La pigmentation des colonies de Coccus P, habitueliement 
jaune chamois, peut étre modifiée par culture sur sérum coagulé. 
Sur. ce milieu, avant la hquéfaction, les colonies prennent une 
éclatante couleur jaune citron identique a celle présentée par 
Micrococcus lysodeikticus sur les milieux usuels. 

En milieux liquides, on observe un trouble d’abord homogene ; 
au troisiéme jour il apparait un léger voile trés fragile pendant 
que des germes se collectent au fond du tube en formant un dépdt, 
qui, dans le cas de Coccus P, est blanchatre et se remet assez 
facilement en suspension par agitation, mais qui est jaune et 
s’éléve en vrille sans se désagréger dans le cas de M. lysodeik- 
ticus. 


CARACTERES PHYSIOLOGIQUES. —- Les deux bactéries sont aérobies 
strictes ; elles poussent facilement sur les milieux usuels. La 
vilesse de croissance est maximum a 35° environ, elle est alors 
deux fois plus rapide qu’a 26°. Les deux bactéries supportent des 
milieux de pH élevé (pH 9), mais poussent mal en dessous de 
pH 7, surtout M. lysodeikticus ; ainsi ce dernier ne pousse pas 
sur pomme de terre non alcalinisée, alors que Coccus P donne 
en vingt-quatre heures un enduit gras pigmenteé. 

Les cultures dégagent une odeur aromatique caractéristique, et 
le pH des milieux s’éléve fortement, atteignant 9 ou 9,5 en deux 
ou trois jours; de ce fait le lait tournesolé qui ne se coagule 
pas, vire au bleu en vingt-quatre heures et l’observation de la 
fermentation des glucides au moyen des indicateurs colorés en 
devient impossible. 

Le tournesol et le bleu de méthyléne ne sont pas réduits et il 
ne se forme pas de nitrites A partir des nitrates méme au bout 
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de trente jours. Il ne se produit ni hydrogéne sulfuré ni indole, 
mais le test 4 l’eau oxygénée permet de déceler une catalase trés 
active. Le test de Ferguson pour l’uréase et celui au diméthyl- 
paraphénylénediamine pour l’oxydase sont négatifs. 


PoUVOIR PATHOGENE, CARACTERES SEROLOGIQUES. — Les deux 
souches ne manifestent de pouvoir pathogéne pour aucun animal 
quelle que soit la voie d’introduction. Injectées au lapin par voie 
intraveineuse elles donnent de bons sérums ageglutinants ; ceux-ci 
agelutinent au méme titre les deux souches et a titre plus faible 
les souches de sarcines de collection (Sarcina lutea) ; ils n’agglu- 
tinent pas les nombreuses souches de staphylocoques essayées. Les 
bactériophages actifs sur ces derniéres bactéries ne lysent ni 
Coccus P ni M. lysodeilticus ; ces deux souches ne paraissent 
pas lysogénes et on n’a pu trouver dans les eaux d’égout de 
bactériophages actifs. Le lysozyme d’ccuf cristallisé lyse les deux 
souches, mais moins rapidement Coccus P que M. lysodeik- 
ticus [5]. 


AcTIVITE PROTEOLYTIQUE. — Le pouvoir protéolytique peut 
facilement étre mis en évidence sur plaque de gélatine préparée 
& partir de peptone sans addition de bouillon de viande: on 
observe pour les deux souches la hquéfaction du milieu autour 
des colonies, mais celle-ci apparait toujours tardivement, alors 
méme que la croissance des colonies est arrétée. 


Le sérum coagulé est également liquéfié, mais M. lysodeihkticus 
le fait de maniére incompléte et tardive. La coagulation du lait (1) 
n’est pas obtenue par le procédé habituel, mais elle l’est lorsqu’on 
fait appel a la technique préconisée par C. Gorini [8]: on cultive 
le microbe en tubes sur gélose inclinée puis on introduit le lait 
sur la culture bien développée. 


L’ étude de la formation de protéinase dans les milieux liquides 
est particuliérement intéressante ; elle a été étudiée par Gorini et 
Lanzavecchia dans le cas de Coccus P [40]. La présence de cal- 
cium ionisé dans le milieu est nécessaire [2, 10] et la protéinase 
se forme par activation autocatalytique d’un proenzyme sécrété 
dans le milieu de culture. Les conditions d’apparition de la protéi- 
nase dans le cas de M. lysodeikticus sont différentes ; en effet, 
nous avons constaté que celle-ci ne se forme jamais dans les 
milieux ne contenant pas de protéines. Pour l’obtenir dans des 
milieux a base de peptone, il est nécessaire d’ajouter de la géla- 


(1) La coagulation du lait pour les espéces qui ne l’acidifient pas est 
due 4 la présence de protéinases ; ce moyen a été souvent utilisé pour 
doser l’activité enzymatique de ces enzymes [40]. 
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tine ou de la sérumalbumine ou de l’albumine d’ceuf, ou de fa 
caséine, etc. L’addition de glucose, méme en faible quantilé, 
inhibe l’apparition de l’enzyme ; c’est sans doute a ce fait qu’'ll 
faut attribuer la non-formation de protéinase dans les milieux 
a base de bouillon de viande (2) méme enrichis de protéines. 
Enfin, comme dans le cas de Coccus P, la présence de calcium 
est également indispensable. Nous avons observé les mémes faits 
en milieu nutritif synthétique (8) : la présence de protéines induit 
la protéinase aprés un temps de latence parfois considérable 
(deux a trois jours A 26°), lout se passant comme si celle-ci était 
un enzyme adaptatif (4). 


Besoins NurRitirs. — Les besoins nutritifs de M. lysodeikticus 
ont été étudiés par Wolin et Naylor {45]; ces auteurs ont constaté 
que dans un milieu a base d’hydrolysat de caséine |’adjonction 
de bases puriques ou pyrimidiques n’était pas nécessaire, non 
plus que celle de vitamines 4 lVexception de la biotine. Parmi 
les acides aminés l’acide glutamique serait indispensable. Gorini, 
étudiant les besoins nutritifs de Coccus P, a constaté que l’acide 
glulamique et la biotine sont indispensables, mais la guanine est 
nuécessaire dans le milieu ne contenant que ce seul acide aminé ; 
li a également constaté la nécessité d’un orthodiphénol comme 
facteur de départ des cultures. Ces besoins nutritifs sont trés 
voisins de ceux reconnus par Brown et Binkley 4 Sarcina lutea [8]. 
Nous avons constaté que M. lysodeikticus se développait trés bien 
sur les milieux décrits par Gorini pour la culture de Coccus P. 


l= Discussion: 


Prévot a déja reconnu que M. lysodeikticus n’appartient pas 
au genre Micrococcus et il le classe avec les sarcines [43]. En 
effet, en accordant la primauté aux caractéres morphologiques 
comme le fait cet auteur [42], la disposition réguliére des cocci 


(2) Gorini [9] a pu obtenir la formation de protéinase par M. lyso- 
deikticus, dans un bouillon contenant de l’extrait de viande d’un type 
trés particulier. 

(3) La composition du milieu utilisé nous a été donnée par Gorini 
(communication personnelle). La voici : acétate de sodium, 3 g ; acide 
glutamique, 3 g ; sulfate d’ammonium, 2 g ; glycocolle, 1 g¢ ; guano- 
‘sine, 300 mg’; lysine, 180 mg ; solution de CaCl,M — biotine 10M — 
SO,Cu 104M — SO,Fe 10—M — SO,Mg 5.10-1M — PO,H,K M — : 1 cm? 
de chacune de ces solutions. Ajuster le pH A 7,2, compléter A 1 1. Aprés 
stérilisation ajouter 5 cm? de solution de glucose & 20 p. 100. 

(4) On connait déji au moins un cas ow la protéinase d’une bactérie 
est un enzyme adaptatif : Streptococcus liquefaciens [44]. 
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par quatre éléments situés aux sommets d’un tétraédre ou par 
huit éléments situés aux sommets d’un cube doit faire classer 
M. lysodeikticus et également Coccus P' dans le genre Sarcina, 
ainsi que nous l’avons nolé antérieurement [4]. Cette conclusion 


se trouve confirmée par la valeur du rapport tel que le 


A+ 1 
G+C 
définissent Ki Yong Lee, Wahl et Barbu [44] : étudiant les teneurs 
en bases puriques et pyrimidiques des acides désoxyribonucléiques 
des bactéries, ces auteurs ont remarqué que si l’on fait la somme 
des teneurs en adénine thymine d’une part, et d’autre part en 
guanine cytosine, le rapport des deux valeurs obtenues est non 
seulement constant pour chaque espéce mais encore pour les dif- 
férentes espéces d’un méme genre. Au contraire, pour des genres 
différents, les valeurs de ce rapport peuvent s’éloigner considé- 
rablement ou rester du méme ordre de grandeur, et ceci a |’inté- 
rieur d’une méme famille. Observant que ce rapport est égal 
a 0,4 dans le cas de M. lysodetkticus, alors quwil est égal a 2 
pour les autres Micrococcus, Ki Yong Lee, Wahl et Barbu en 
concluent que ce microbe n’appartient pas 4 ce genre; ils le 
rapprochent de Sarcina flava et de Sarcina lutea pour lesquelles 
il est du méme ordre de grandeur (0,5 + 0,05). Pour toutes ces 
raisons de morphologie et de constitution chimique, il parait done 
tout a fait rationnel de placer M. lysodeikticus parmi les sarcines, 
et également Coccus P qui n’en différe que par des caractéres 
mineurs. 


D’aprés la clé proposée par Bergey [4] pour la détermination 
des espéces A l’intérieur du genre Sarcina, les caractéres d’aéro- 
biose stricte, d’immobilité, d’absence de spores et la non-halo- 
philie ne permettent Vhésitation qu’entre deux espéces : Sarcina 
lutea et Sarcina flava. Les autres caractéres physiologiques, 
notamment la température optimum de croissance (35-37°), la non- 
production d’indole et d’hydrogéne sulfuré, la non-réduction des 
nitrates en nitrites, permettent d’identifier Micrococcus lysodetk- 
ficus et Coccus P a Sarcina flava (5) dont ils ne seraient en 
réalité que deux variélés: Sarcina flava variété lysodeikticus 
(Fleming, 1922) et Sarcina flava variété P (Beumer, 1941), les 
caractéres différentiels entre ces deux germes étant tout a fait 
secondaires. 


Bergey accorde une importance de premier ordre au test de 
coagulation ou de non-coagulation du lait pour Ja distinction 
entre S. lutea et S. flava, la premicre espéce coagulant le lait 


(5) Sarcina lutea est en effet, en général, indologéne ; elle produit de 
Vhydrogéne sulfuré, réduit les nitrates en nitrites et la température 
optimum de pousse est voisine de 25°. 
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alors que la seconde ne le fait pas. Nous avons rappelé que la 
coagulation du lait est due a la présence d'une protéinase. Or 
nous avons vu que la présence de celle-ci est possible dans !e 
cas des deux souches étudiées, mais qu’elle est en réalité trés 
contingente et ne peut étre mise en évidence par le test classique 
de la coagulation du lait alors qu’elle l’est par la technique de 
C. Gorini {8]. Dans ces conditions il ne parait pas possible d’atta- 
cher 4 ce caractére une valeur essentielle pour la distinction entre 
des espéeces par ailleurs trés voisines ; celle-ci ne peut étre faite 
que sur la production d’indole, d’hydrogéne sulfuré et étude du 
pouvoir réducteur. 


ResuME. 


Les caractéres de Micrococcus lysodeikticus (Fleming, 1922) et 
de Coccus P (Beumer, 1941) sont les suivants : 

Micrococcaceae & Gram positif, se groupant préférentiellement 
en amas réguliers non plans : amas tétraédriques de quatre cocci 
ou plus rarement amas cubiques de huit ou seize cocci; produi- 
sant un pigment jaune en milieux solides; se développant sur 
les milieux ordinaires a la température optimum de 35° en aéro- 
biose stricte. Immobiles, non sporulés, non halophiles. 


Alcalinisant fortement et rapidement les milieux de culture 
méme en présence de glucides, ne possédant aucun pouvoir 
réducteur et notamment ne réduisant pas les nitrates en nitrites, 
ne produisant ni indole, ni hydrogéne sulfuré. Lysables par !e 
lysozyme ; exigeant la présence de biotine pour leur croissance. 

Les deux germes peuvent étre distingués entre eux par la pig- 
mentation habituellement moins brillante chez Coccus P, par la 
vitesse de croissance plus rapide pour ce dernier, par l’aspect 
moins visqueux de ses cultures, son pouvoir protéolytique plus 
marqué et sa croissance sur pomme de terre. 


‘Les deux microbes s’identifient avec Sarcina flava et nous pro- 
posons de les désigner respectivement sous le nom de Sarcina 
flava variété lysodeikticus (Fleming, 1922) et Sarcina flava 
variété P (Beumer, 1941). 

Les protéinases de ces deux souches perdent toute activité en 
Yabsence de calcium ionisé; ce fait, joint a V’existence d’un 
proenzyme pour Coccus P et le caractére d’enzyme adaptatif de 
la protéinase de M. lysodeikticus, donne A Vapparition de la 
protéinase dans les milieux de culture un caractére de contin- 
gence tel qu’elle ne peut servir a distinguer l’une de l'autre les 
deux espéces voisines : Sarcina flava et Sarcina lutea. La distinc- 
tion doit se faire sur l'étude du pouvoir réducteur, la formation 
Windole et @hydrogéne sulfuré. 
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SUMMARY 


Taxonomy or Micrococcus lysodeikticus ann Coccus P. 
CONTINGENT SECRETION OF PROTEINASE IN CERTAIN SPECIES 
OF THE GENUS Sarcina, 


Micrococcus lysodeikticus (Fleming, 1922) and Coccus P (Beu- 
mer, 1941) are characterized by the following properties : 

Gram positive Micrococcaceae mostly forming regular groups : 
tetrahedra of 4 cocci or less frequently cubes containing 8 to 
16 cocci; production of a yellow pigment on solid media; on 
usual media optimum development at 35° C in strictly aerobic 
conditions ; immobile, not sporulated and not halophile. 

Culture media are strongly and rapidly alcalinized even im 
presence of glucides ; no trace of reducing activity (no reduction 
of mitrates and nitrites) ; absence of indol and H,S_ production. 

Lysable by lysozyme, presence of biotin necessary for growth. 

Coccus P can be generally distinguished from M. lysodeikticus 
by a less brilhant pigmentation, a more rapid development, a 
less viscous aspect of its culture, a stronger proteolytic activity 
and its development on potato. 

The two species can be identified with Sarcina flava and the 
authors propose to name them respectively Sarcina flava var. 
lysodeikticus (Fleming, 1922) and Sarcina flava var, P (Beumer, 
1941). 

The proteinases of the two species lose their activity in the 
absence of ionized calcium. 

This fact and the existence of a proenzyme in the case of 
Coccus P, and the adaptiveness of the proteinase of M. lysodeik- 
ficus show the contingent character of the presence of proteinase 
in the culture media, so that this character cannot be used to 
distinguish Sarcina lutea from Sarcina flava. This distinction 
should be based on the study of the reducing activities, indol 
and H,S formation. 
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UN NOUVEAU MILIEU DE CULTURE 
POUR LE DOSAGE MICROBIOLOGIQUE 
DE LA METHIONINE 


par Stanimir SIBALIC et Nada RADEJ (*). 


(Institut d’Hygiéne, 
Service de Chimie Biologique, Belgrade) 


En raison de la large application des méthodes microbiolo- 
giques pour Ja détermination des acides aminés et des vitamines, 
10us nous sommes attachés a élaborer une méthode simple ct 
économique. 


On trouve dans la littérature la description de certains milieux 
dans lesquels presque tous les acides aminés produits par lindus- 
trie chimique ont été remplacés par des produits naturels [4, 2, 3}. 
Dans une publication antérieure (4) nous avons décrit un procédé 
de détermination microbiologique des acides aminés, ou plutdt 
du tryptophane, permettant, lui aussi, de remplacer les vitamines 
produites par l’industrie chimique, ainsi que les bases puriques, 
par des produits naturels, notamment la levure de boulanger, 
laquelle, comme on sait, contient tous les facteurs de croissance 
essentiels pour les ferments lactiques acides. Au cours de 
recherches ultérieures, nous avons établi que la méthionine, elle 
aussi, peut étre déterminée de cette facon, mais il a été nécessaire 
de modifier quelque peu la préparation de l’extrait de levure. 

L’extrait de levure a été préparé suivant le procédé décrit dans 
Vitamin Methods {5}. En traitant cet extrait avec de l’acétate de 
mercure et de l’alcool, on réussit a éliminer la méthionine. Ainsi 
l'extrait peut étre utilisé pour la préparation du milieu destiné 
a la détermination microbiologique de cet acide aminé. 


La détermination de la méthionine a été faite en mileu de 
Lyman [4], dans lequel nous avons remplacé les vitamines ect les 
purines par l’extrait de levure ainsi préparé. 


(*) Manuscrit recu le 20 juin 1957. 
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A. PREPARATION DE L’ EXTRAIT VITAMINE ET DES BASES PURIQUES. 
— a) Levure fraiche. — 200 g de levure fraiche de boulanger 
sont émulsionnés dans 200 ml d’eau distillée et on ajoute ensuite 
de l’eau distillée jusqu’au volume de 500 ml. L’émulsion est auto- 
clavée suivant le procédé décrit antérieurement [4] et on ajoute 
ensuite 1 1 d’éthanol (a 96 p. 100) ; on mélange soigneusement et 
on sépare le sédiment par centrifugation. Le reste du sédiment est 
lavé avec 100 a 200 ml d’éthanol a 50 p. 100. A lextrait clair 
obtenu on ajoute 10 g d’acétate de mercure et aprés avoir bien 
mélangé on laisse reposer pendant la nuit 4 4°. On sépare ensuite 
le sédiment formé de nouveau qu’on lave avec 100 ml d’éthanol 
a 50 p. 100. Dans la solution claire on introduit H,S jusqu’a la 
sédimentation complete du mercure. Le HgS formé est éliminé 
par centrifugation et lavé avec 100 ml d’éthanol a 50 p. 100. 
L’extrait obtenu est filtré, si nécessaire, a travers la couche E. K. 
du filtre de Seitz et évaporé ensuite dans le vide (a 40°), a Taide 
d’une pompe a eau, jusqu’au volume de 400 ml. S’il arrive que 
le soufre élémentaire sédimente, une fois la concentration ter- 
minée, celui-ci est éliminé par une nouvelle filtration. Le volume 
de extrait obtenu est dilué avec de l’eau distillée jusqu’a 400 ml. 


b) Extrait sec de levure. — Pour éviter la préparation fréquente 
de extrait de levure fraiche, on peut préparer une quantité 
importante d’extrait sec, qu’on peut traiter ensuite suivant les 
besoins, Dans ce but, on émulsionne 2 4 8 kg de levure fraiche 
dans 10 1 d’eau distillée et on autoclave comme il a été décrit 
antérieurement [4]. 'L’extrait aqueux clair est évaporé a sec a basse 
température. Nous avons obtenu l’extrait sec par lyophilisation 


et l’avons conservé en récipients de verre sombre et a un endroit 
sec. 


10 g de l’extrait sec, obtenu par le procédé décrit ci-dessus, 
sont dissous dans 100 ml d’eau distillée et l’on y ajoute 4 ¢ 
dacétate de mercure. Aprés quoi on mélange bien et on ajoute 
100 ml d’éthanol (a 96 p. 100) et laisse reposer pendant la nuit 
4 4°, Aprés la séparation du sédiment, le passage de H,S et le 
lavage avec de l’éthanol 4 50 p, 100, la solution est évaporée 
dans le vide jusqu’au volume de 50 ml a l’aide de la pompe 
a eau, afin d’éliminer l’éthanol; le volume est amené ensuite 
a 400 ml avec de l’eau distillée. 


Il faut souligner que le traitement de la levure doit étre fait 
autant que possible a l’abri de la lumiére. 


> - r, + a na A nr A e4 
Avec l’un des deux extraits de levure, préparé comme ci-dessus, 
on prépare un milieu de culture de composition suivante : 7,5 ¢ 
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de peptone Difco (traité par H,0,), 10 g de glucose, 10 g de 
CH,COONa.3H,0, 3 g de NH,Cl, 0,5 g de K,HPO,, 0,5 g de 
KH,PO,, 200 mg dé MgS0O,.7H,O, 10 mg de MnSO,.4H,0, 
10 mg de NaCl, 10 mg de FeSO,.7H,0, 50 mg de L-tryptophane, 
100 mg de L-cystine, 100 mg de L-tyrosine et 200 ml d’extrait de 
levures. On ajuste le pH a 6,8 et on compléte le volume a 500 ml 
avec de Veau distillée. 


B. DérerMINATION DE LA METHIONINE A L’ AIDE DE Leuconostoc 


mesenteroides P-60. — 'Le micro-organisme est entretenu sur le 
milieu de Sheffner et coll. [6]. 
1° Préparation des hydrolysats. — Dans un verre de 100 ml 


on introduit 0,5 g de |’échantillon a analyser, dont le contenu en 
azole est connu ; on ajoute ensuite 10 ml de HCI 4N et on couvre 
avec un couvercle en verre; l’hydrolyse se fait dans l’autoclave 
a 120° pendant dix heures {7]. Lorsque Vhydrolyse est terminée 
on ajoute au mélange 20 a 30 ml d’eau distillée et on ajuste 
a pH 4,0 [8]; le mélange est ensuite délayé jusqu’au volume 
de 100 ml et filtré. Pour ’emploi, on mesure la quantité voulue 
de la dilution, filtrée comme ci-dessus, on améne a pH 6,8 et on 
compléte enfin avec de l’eau jusqu’au volume nécessaire. La 
concentration finale des hydrolysats doit étre telle que 1 ml 
contienne approximativement de 5 4 20 wg de 'L-méthionine. 


2° Courbe témoin. — On introduit dans six tubes contenant 
chacun 5 ml du milieu de culture décrit ci-dessus, des quantilés 
de la solution étalon correspondant a 5, 10, 15, 20, 25 et 30 ug 
de L-méthionine respectivement et les volumes sont ensuite amenés 
i 10 ml avec de l’eau distillée. On fait trois tubes pour chaque 
dilution. On procéde de la méme fagon avec l’échantillon a ana- 
lyser, 4 cette différence prés qu’on prend des volumes d’hydro- 
lysats correspondant 4 des concentrations entre 10 et 20 wg de 
L-méthionine. On procéde ensuite comme jl a été dit antérieure- 
ment [4], avec cette différence que l’incubation, dans ce eas, dure 
quatre-vingt-seize heures. 


RESULTATS ET DISCUSSION. 


Dans le tableau I sont exposées les valeurs obtenues, repré- 
sentant le taux de méthionine dans. diverses denrées alimentaires, 
d’une part avec le milieu original de ‘Lyman, d’autre part avec 
le nouveau milieu, préparé soit avec l’extrait sec, soit avec 
extrait frais de levure. Ces déterminations ont été faites plusieurs 
fois, et chaque fois,avec un nouvel extrait de levure, de méme 
qu’avec de nouveaux hydrolysats du méme matériel. On voit que, 
pour la teneur en méthonine d’une méme denrée alimentaire, 
plusieurs déterminations ont donné la méme valeur. 


Annales de VInstitut Pasteur, 93, n° 5, 1957. KA 


674 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tanteau I, — Teneur en méthionine obtenue par différentes 
déterminations (*). 


Eri 3 »dlieu de Lyman : Milieu nouveau 
Matra 3 3 Levure s2che $ Levure fraiche 
: p.100 2 p.100 & p.100 
Caséine : 3,08 3,10 3,12: 3,08 3,02 3,10 » $508 Blo 35% 


oo 
fo} 

- 
~ 
fom 


Petits : 0,73 0,76 0,74: 0,70 0,74 0,75 0,73 0,75 


pois 


Male. 15 B68 1566 1.65101 -Soelecaetces * 1,68) .2,70+ 1265 
Haricots : 0,90 0,93 0,96: 0,95 


Blé) | 1,28 1530 1,25" 1,21 


| Toe oe ee 


(*) Résullats exprimés en 16 g de N. 


Tasceau If. — Teneur moyenne en méthionine dans les denrées 
alimentaires (*). 


: .dlieu de Lyman sog 


38 Levure seche ee Levure fraiche 
p.100 : p.100 P : p.-100 


Caséine 
Fetits pois 
Mais, 
Hariccts 


Blé 


(*) Résultats exprimés en 16 g¢ de N, 


Dans le tableau II sont représentées les valeurs moyennes de 
méthionine dans les denrées alimentaires citées. On voit que !a 
teneur en méthionine, déterminée par les deux milieux, est tout 
a fait comparable. 


Afin de controler la stabilité des extraits de Jevure, oblenus par 
les procédés décrits ci-dessus, nous avons fait la détermination 
de la méthionme avec un méme échantillon d’extrait tous les 
dix jours et nous avons constaté que cet extrait reste utilisable 
pour la préparation des milieux pendant deux mois. Par contre, 
comme on le sait par la littérature et comme il ressort aussi de 
notre expérience, les solulions synthétiques des vitamines et des 
bases puriques doivent étre préparées toutes les deux semaines. 
La figure 1 représente la courbe témoin obtenue avec les vita- 
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10 


a 
Go YR ep ED RED 
Fic. 1. — Courbe témoin (milieu de culture de Lyman). En abscisses: pg de 
L-méthionine ; en ordonnées: ml 0,] N NaOH. 


10 10 
7 9 
6 é 
7 7 
6 6 
ei g 
4 4 
3 3 
' 
2 2 
vA 7 
ga og 
oe 40 15 20 25 SO Sue (0, to oO MoS 
Mes Pe Fic. 3. 
Fic. 2. — Courbe témoin (nouveau milieu de culture avec Jextrait sec de 


levure). En abscisses: yg de L-méthionine ; en ordonnées : ml 0,1 N NaOH. 


Fic. 3. — Courbe témoin (nouveau milieu de culture avec l'extrait frais de levure). 
en abscisses: pg de L-méthionine ; en ordonnées : ml 0,1 N NaOH. 
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mines et les bases puriques produites par l'industrie chimique, 
tandis que les figures 2 et 3 montrent les courbes témoins obtenues 
avec le milieu dans lequel les vitamines ect les bases puriques 
ont été remplacées par l’extrait de levure. 


CONCLUSIONS. 


1° Un nouveau milieu de culture pour le dosage microbiolo- 
gique de la méthionine avec L. mesenteroides a été décrit. 

2° Dans la méthode exposée, les vitamines et les bases puriques 
(thiamine, riboflavine, acide nicolinique, pyridoxine, Ca-D-pantho- 
ténate, biotine, acide folique, acide para-aminobenzoique, guanine, 
adénine et uracyl) ont été remplacées par des extraits de levure. 

3° Tl a été établi que les extraits de levure obtenus par le 
procédé décrit peuvent étre utilisés pour la préparation des 
milieux au moins pendant deux mois. 

4° La teneur en méthionine de la caséine, des petits pois, du 
mais, des haricots et du blé, déterminée au moyen du nouveau 
milieu, est comparable a celle qu’on trouve avec Je milieu de 
Lyman. 


SUMMARY 


A NEW CULTURE MEDIUM FOR MICROBIOLOGICAL 
ASSAY OF L-METHIONIN. 


1° Description of a new culture medium for microbiological 
assay of methionin by means of L. mesenteroides. 

2° In the technique described, vitamins and purine bases 
(thiamin, riboflavin, nicotinie acid, pyridoxin, Ca-D-pantothenate, 
biotin, folic acid, para-aminobenzoic acid, guanin, adenin and 
uracyl) have been replaced by yeast extract. 

3° The yeast extracts obtained by the authors’ method can be 
used for the preparation of the culture media during at least 
two months. 

4° The concentration of methionin in casein, green peas, corn, 
beans and wheat demonstrated with the new medium is the same 
as that found in Lyman’s medium. 
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AVIS 


Le VIl° Congrés International du Cancer aura lieu 4a Londres du 
G au 12 juillet 1958. 

Pour tous renseignements, s’adresser 4: The Secretary General, 
Seventh International Cancer Congress, 45 Lincoln’s Inn Fields, 
London, W.C. 2, Angleterre. 


LIVRES REGUS 


A. S. Mason. — Introduction to clinical endocrinology. 1 vol., 192 p., 
Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1957. Prix : 22s. 6d. 


L’auteur a eu pour but de présenter une étude concise des maladies 
endocriniennes dans le cadre de la médecine générale. La question est 
envisagée surtout du point de vue physiologique ; c’est pourquoi 
Vouvrage s’étend plus longuement sur les hormones que sur _ les 
elandes endocrines elles-mémes, sur les troubles fonctionnels que sur 
les processus histopathologiques qui les accompagnent. Le livre étant 
considéré comme une introduction aux manuels- d’endocrinologie ne 
contient qu’une bibliographie restreinte et passe sous silence les dis- 
cussions d’opinions. De méme on a délibérément renoncé aux illus- 
iralions, pour insister sur le coté clinique. Chaque glande endocrine 
est étudiée successivement, avec les diverses altérations possibles de 
son fonclionnement : hypophyse, thyroide, parathyroide, surrénales, 
glandes sexuelles, glande mammaire. Un appendice donne la technique 
de quelques épreuves fonctionnelles. 

Ile Re 


J. N. Morris. — Uses of epidemiology. 1 vol., 135 p., E. et S. Living- 
stone, édit., Edimbourg et Londres, 1957. Prix: 17s 6d. 


L’auteur envisage l’application des méthodes épidémiologiques aux 
maladies non contagieuses : affections des vaisseaux coronaires, cancers 
divers, ulcére gastrique, bronchites, maladies mentales, etc. C’est en 
procédant ainsi que l’on pourra peut-étre découvrir par exemple ja 
raison du faible pourcentage des affections des vaisseaux coronaires 
en Norvége par rapport a celui de Ja Nouvelle-Zélande ou de 1’Ecosse, 
savoir si hypertension des Noirs de la Jamaique a les mémes causes 
que celle, si fréquente, des Noirs et des Blancs des Etats-Unis et, si 
rare, des Noirs d’Afrique, comprendre l’influence de l’isolement social 
dans ]’étiologie des maladies mentales, etc. L’auteur montre la nécessité 
de ces études en ce qui concerne la santé publique et la médecine 
clinique. 


Wale 
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Bowls Prices Gs Ga Hortoneet Keak: Spinney. — Radiation shielding. 
1 vol., 350 p., Pergamon Press, Londres, New York, Paris, 1957. 
Prixc2 60s), $10) 


Ce livre passe en revue les aspects scientifiques et pratiques de Ja 
protection contre les radiations. Il expose toutes les questions de phy- 
sique qui sont a la base du sujet, et constitue un ouvrage fondamental 
pour l’étude de ce difficile probleme. I] comporte de trés nombreux 
graphiques et courbes et sa biliographie se trouve A jour, puisqu’elle 
comprend les travaux parus en 1957. Il sera trés utile, non seulement 
aux étudiants, mais encore aux chercheurs et A tous les travailleurs 
utilisant l’énergic nucléaire et les radiations. 

lal, AU. 


S. Leff. — Recent outbreaks of infectious diseases. 1 vol., 408 p., 
H, K. Lewis et Ce, Londres, 1957. Prix : 1 livre 15 s. 


Manuel qui donne l’essentiel de ce que l’on sait sur les différentes 
maladies infectieuses et décrit quelques épidémies. Il met surtout 
Vaccent sur les maladies 4 virus qui prennent une importance chaque 
jour plus grande. 


A. I. Spriggs. — The cytology of effusions in the pleural, pericardial 
and peritoneal cavities. 1 vol., 71 p., 40 fig., William Heinemann, 
Londres, 1957. Prix : 42 shillings. 


Ce livre est le complément des atlas hématologiques et a pour but 
d’aider 4 Videntification des cellules des liquides pleural, péricardique 
cl péritonéal. Aprés une revue des travaux sur la question, |’auteur 
expose ses propres recherches. Il étudie les cellules des épanchements 
non malins, celles des leucémies, des réticuloses ; il donne la description 
des principaux types de cellules malignes. L’ouvrage est trés abondam- 
ment illustré par un grand nombre de planches, dont plusieurs en 


couleurs, et est accompagné d’une abondante bibliographie. 
’ 5 5 


Conférences d’actualités pratiques de la Faculté de Médecine de Paris. 
Maladies Infectieuses (Deuxiéme série): Prévention du rhuma- 
tisme arliculaire aigu, par R. Desreé et P. Mozztconaccr ; Uréthrites 
non gonococciques, par P. Anourker et A. Smouter ; Uréthrile 
chronique, par R. Grarp. 1 vol., 70 p., 3 fig. Masson, édit., Paris, 
1957. Prix : 850 fr. 


La maladie de Bouillaud est un fléau dont la gravité n’est plus 
4 démontrer, L’affection et ses reprises évolutives peuvent ¢étre évitées 
grace au pouvoir qu’ont les sulfamides et quelques antibiotiques, au 
premier chef la pénicilline, de s’opposer aux infections streptococciques 
qui sont a l’origine de Ja premiére crise et des crises subséquentes. 

La fréquence croissante des uréthrites non gonococciques pose un 
probléme qui n’est pas seulement de pratique quotidienne et de théra- 
peutique. Les auteurs exposent en effet les grandes lignes d’un vaste 
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chapilre de pathologie générale, qui souléve des problémes de bacté- 
riologie, de virologie, de parasitologie, et qui remet en question 


lorigine des virus el le cycle évolutif des germes microbiens. 
Hak 


Physiopathology of the reticulo-endothelial system. <A Symposium 
organized by the Council for International Organizations of 
Medical Sciences, 1 vol., 315 p., Blackwell Scientific Publications, 


Oxford, 1957. Prix : 45 shillings. 


Trois fonctions importantes ont été particulitrement étudiées au 
cours de ce Symposium, qui réunissait des chercheurs appartenant 
d des disciplines trés diverses : l’activité phagocytaire, les fonctions 
métaboliques et le réle du S.R.E. dans la défense de l’organisme 
contre linfection bactérienne. JI] a ainsi souligné l’importance du 
S.R. E. dans le maintien de l’équilibre physiologique et représente 


la mise au point la plus actuelle sur la question. 
Ean: 


A. Chadli. — Contribution a l’étude histopathologique et cytologique 
du sarcome plasmocytaire du squelette: myélome plasmocytaire 
multiple et sarcome plasmocytaire solitaire. Thése Faculté de 
Médecine de Strasbourg, 1957. 1 vol., 95 p. 


Au cours des années 1946 a 1956, l’auteur a étudié 48 de ces 
myélomes. J] décrit les observations qu il a faites sur 29 biopsies ce 
fragments osseux divers et au cours de 19 autopsies et il insiste sur 
lintérét de l'étude cytologique et histologique de ces sarcomes encore 


mal connus. 2 
Heals 


J. T. Irving. — Calcium metabolism. Methuen, Londres, et John Wiley 
and sons, New York, édit., 1957. Prix : lls 6d. 


Le nouveau volume de cette collection de monographies envisage 
toute la question du métabolisme du calcium, depuis la teneur des 
aliments jusqu’a absorption du calcium dans l’intestin et son excré- 
tion dans les feces. On s’attache surtout aux aspects de la question 
chez homme, et l’on étudie le sujet si contesté des facteurs qui 
régissent l’absorption intestinale, le calcium du sang et l’influence de 
nombreux facteurs endocriniens ou diététiques, le réle du calcium 
dans la formation des os, des dents, etc. 

Bele 
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